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Electrodos Modificados en QA

¡.1.- ELECTRODOS MODIFICADOS QUIMICAMENTh Y SU APLICACION

EN QUíMICA ANALíTICA

Duranteel periodocomprendidoentrela invenciónpor Heyrovsky,en 1922, de

la técnicade polarografiaDC y hastael final de los años60 y principiosde los 70, los

métodosvoltamperométricosde análisissufrieronun continuodesarrollo,pero fueron

siendogradualmentedesplazadosen las aplicacionesde rutina por otros métodos

analíticosmássensiblesy selectivos.No obstante,a partir de los años70 se produjo

un nuevoimpulsoen la aplicaciónde los métodosvoltamperornétricoslo quesedebe,

segúnA.J. Bard [1], a: “El renacimientodel interésen los métodoselectroanalíticosen

los 70 puedeatribuirse a una serie de factores.Las mejorasy simplificacionesen el

diseñode la instrumentacióncon el desarrollo de los conductoresen estadosólido y los

amplificadores,proporcionan instrumentoselectroquímicoscomercialesversátilespara

técnicastales comopolarografía de impulsosy métodosde redisolución. Los avances

en la teoría electroanalítica, basados en el trabajo inicial de ¡tieyrovsky y sus

colaboradores,pero ampliada por la aplicaciónde métodosnuméricosy simulaciones

digitales, proporcionanun sólido fundamentoy una guía para el desarrollo de estos

métodos.El interésen la determinaciónde bajos niveles de concentraciónde metales

y de materialesorgánicos,y especialmente,el deseode determinarla forma real de la

sustanciade interésen la muestra, por ejemplo,en análisis medioambiental,da lugar

a un mayorcampode aplicaciones.Además,una crecienteapreciacióndel potencialde

los métodoselectroquímicoscomo complementode las técnicasespectroscópicasha

aumentadosignificativamenteel uso de dichos métodos,como es el caso de la

voltamperometríacíclica, en investigacionesquímicasorgánicase inorgánicas”.

Una característicaatractivadel análisisvoltamperométricomodernoesla alta

sensibilidady eficaciaquepuedeobtenersecon instrumentacióndebajoprecio.Debido

a quela mayor partede estosmétodos,comoesbien conocido,sebasanen la medida

de la corrienteque fluye a travésde un electrododespuésde unaperturbacióndel
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introducción

potencial, el electrodo puede ser consideradocomo el corazón del experimento.

Consecuentemente,debededicarseespecialatencióna su fabricacióny mantenimiento.

Hasta hace pocos años el desarrollo del análisis voltamperométricoestaba

limitado por los materialeselectródicosdisponibles,dado quesólo eraposible utilizar

el electrodode gotasde mercurio, un metal o el electrodode carbono.

Los electrodosde pasta de carbonoy de película de mercuriosignifican el

comienzode unanuevaeraen electroanálisisy puedenconsiderarsecomoprecursores

de los electrodosde superficie modificada. Utilizando un electrodo modificado se

intenta ejercer un mayor control sobre sus característicase influir no sólo en el

potencialaplicado sino tambiénen la reactividadsuperficial, pudiendopreseleccionar

o anticipar la respuestadel electrodomodificado haciaespeciesexternas.

Así, el materialmodificadorse elige de tal maneraqueseao bien selectivo(e

inclusoespecífico)a un analito en particular,o bien capazde mediarreaccionesredox

queson lentas,o incluso imposibles,sobre el electrodosin modificar. De estaforma,

los procesosredox que ocurren entreel electrodoy el analito en disolución están

fuertementeinfluidos por las característicasdel modificador empleado.La gama de

especiesmodificadorasutilizadases muy amplia, variandodesdedepósitosmetálicos

o capasdeóxidosmetálicos,hastael usode materialesorgánicos,enzimaso polímeros.

La capade modificadordebepermitir Ja comunicaciónelectroquímicaentreel

material del electrodoy la disolución que contiene el analito, lo cual se asegura

normalmentegracias a la presencia de un grupo electroactivo en dicha capa

modificadorao, en algunoscasos,medianteel empleode polímerosconductores.La

unión de estoscentrosmediadoresal material basedel electrodopuede conseguirse

de muy diversasformas tanto físicas como químicas.

Los métodosmás importantesutilizados para la modificación de superficies

electródicaspuedenesquematizarsede la siguientemanera:
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Electrodos Modificados en (JA

1.- Fijación covalente

1.a.- Silanización

1.b.- Unión directa

2.- Adsorción

2.a.- Electroadsorción

2.b.- Adsorcióndirectano específica

3.- Recubrimientospoliméricos

3.a.- A partir del polímeroformado previamente

3.b.- A partir del monómero

3.b.1.- Por métodósno electroquímicos

3.b.2.-Polimerizacióniniciada electroo fotoquimicamente

3.b.3.-Preparaciónelectroquímicadepolímerosconductores

Como ocurre con cualquierotro tipo de sensor,la aplicacióncon éxito de los

electrodosmodificados con fines analíticosdependeprincipalmentede su capacidad

para transducir la identidad o la concentraciónde analito con las siguientes

propiedades:estabilidad,reproducibilidad,respuestabien definiday bien comprendida,

posibilidad de observar el parámetro de interés en un elevado intervalo de

concentracióny ausenciade interferencias.

Las principales aplicaciones de los electrodosmodificados en el área del

electroanálisisson: (1) preconcentración, (2) electrocatálisis y (3) eliminación de

interferencias.

La preconcentraciónempleandoelectrodosmodificadosquímicamentepresenta

unaciertaanalogíaformal con el análisisde trazasmediantela técnicaelectroquímica

de adsorción-redisolución(stripping).Las especiesde interésseacumulan,a partir de

una disolución diluida, sobre la superficie del electrodoy, a continuación,se oxidan

o reducen aplicando un barrido de potencial. Sin embargo, la “química” de la

preconcentracióndependedel tipo de modificador utilizado y de la técnica de

inmovilización empleada.Puededebersesimplementea un procesofísico de adsorción

5



Introducción

o puede producirsepor intercambio iónico si el modificador es, por ejemplo, una

resmacomo la Amberlita LA2 [2], o por formación de complejoso compuestosde

coordinaciónestablescuandose empleancomo modificadoressustanciastalescomo

dimetilglioxima, parala determinaciónde trazasde Ni(II) [3,4],o 2,2’-bipiridina, en la

determinaciónde Fe(Ifl) [5].

Por otro lado, la posibilidad de efectuarla detecciónamperométricade un

analitode interésdependede la reacciónredoxquesufradichaespecie.Sin embargo,

con frecuencia,lascinéticaselectródicashacenquetalesprocesosocurranapotenciales

mucho más positivos o negativos que lo predicho por la termodinámica. La

modificaciónde la superficiedeunamaneraadecuadapuedereduciro inclusoeliminar

esos sobrepotencialeso desplazar el potencial redox a un valor al que pueda

determinarsela especiede interéssin interferencias.Ademásde este desplazamiento

en el potencialformal operacional,la reacción redox a menudose producea una

velocidadmayor quela obtenidasobre el electrodosin modificar.

La naturalezadel soporteal cual estáenlazadoel centrocatalíticopuedevariar

desdematricespoliméricashastametales,grafito o pastade carbono.En cuantoa los

mediadoresredox existe una gran variedadde compuestosorgánicose inorgánicos

utilizados con este fin. A este respecto,cabedestacarla revisión realizadapor Wring

y Hart [6] sobre la determinaciónde compuestosde importanciabiológica utilizando

electrodosde carbonomodificados con especiesmediadorasorgánicase inorgánicas

(compuestosorganometalicos),la de Kuleszay col. [7] que se centraprincipalmente

en el empleodepelículasinorgánicasde ftalocianinas,porfirinasy zeolitas,entreotras,

la de Labuda[8] sobre las aplicacionesanalíticasde la electrocatélisiscon electrodos

modificadosen métodosvoltamperométricosy cromatográficosy la más reciente,de

Lyons [9], sobre el desarrollode materialespoliméricosque puedenutiizarsecomo

electrocatalizadoresy como sensoresamperométricos.

Por último, muchas veces se deseaevitar el contacto entre el electrodo y

determinadasespeciesque puedenencontrarseen la disolución de la muestra,bien
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Electrodos Modificados en (JA

porque se adsorbano bien porqueseanelectroactivas(interferentes)pero, a la vez,

permitir el transportede las especiesdeseadashastala superficiedel electrodo.Con

estepropósito,se han empleadodiversostipos de películaspoliméricasque eliminan

dichasinterferenciasbien por su tamañomolecular[101o por efectosde exclusiónde

carga[11,12].Otros ejemplosde aplicacionesde este tipo se encuentranrecogidasen

la revisión de Wang sobre el empleo de electrodosmodificados como sensores

electroquímicos[13].

Estastresformasde utilizar analíticamentelos electrodosmodificados,precon-

centración,electrocatálisisy eliminaciónde interferencias,no son áreasaisladassino

quea menudoesposibleaplicar; medianteunamodificaciónapropiada,variasde ellas

simultáneamente,es decir, puedediseñarsepor ejemplo, un electrodoquecombinela

preconcentracióncon la eliminaciónde interferencias,o con la electrocatálisis.

En los últimos años han aparecido en la bibliografía diversasrevisiones

generalesacercade los electrodosmodificadosquímicamente[14-24].Cabedestacar

las de Murray [14], Wallace [15] y Dong y col. [16],ademásde los trabajosde Wang

[25], Baldwin y col. [261y Wang y col. [27] sobre la aplicación de los electrodos

modificadoscomo detectoresen cromatografíalíquida y/o inyección en flujo. Sobre

esteúltimo aspectopuedencitarseotros dos trabajosde menorrelevancia[28,29].

Dada la gran cantidad de tipos de modificacionesexistentesy de diseños

experimentalesqueconducena la obtenciónde electrodosmodificadosquímicamente

(CMEs), en éstaIntroducciónse ha optado,con el fin de proporcionarla bibliografía

queseha consideradomásrelevanteparalos electrodosestudiadosen estaMemoria,

por realizar una subdivisión que englobe por un lado a los electrodosde pastade

carbono, por otro a los electrodosmodificados con recubrimientospoliméricos y,

finalmente, a los biosensoresamperométricosenzimáticos.En cada uno de estos

apartadosse citarán las revisionesgeneralesde cadatipo de electrodosy se darán

algunosejemplosconcretosmodernosde aplicacionesanalíticasde estosdispositivos
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tanto por lo querespectaa los principios de preconcentracióncomode electrocatáisis

o de eliminación de interferencias.

11.1.-ELECTRODOSDE PASTA DE CARBONO

Los electrodosde pastade carbono(CPEs) fueronintroducidospor Adamsa

finalesde los años50 [30,31]y consistenenunamezcladepolvo de grafito conductor,

normalmenteun polvo multicristalinocon un diámetrode panículamedio entre0.01

y 0.02 mm, y un líquido aglutinantequedebeser escasamentevolátil, insoluble•en la

disolucióna analizary, por supuesto,estarlibre de impurezaselectroactivas.Con este

fin suelenutilizarsevarios tipos de sustanciascomopuedenser el aceitede parafina

o de silicona, nujol, bromoformo,bromonaftaleno,etc... Por lo general,la velocidad

de la transferenciaelectrónicadisminuyecon la adición de estosagentesaglutinantes,

por lo quela relaciónóptima entreel polvo de grafito y el líquido viene determinada

por las propiedadesy la consistenciadeseadasde la pasta.

En definitiva, los UPEs puedendefinirsecomoelectrodoscompósitosdispersos

[32], ya que estánconstituidospor una faseconductora(polvo de grafito) dispersa

uniforme y aleatoriamente,en una sustanciaaislante(líquido aglutinante).

Lasprimerasexperienciasen cuantoa modificaciónde CPEsse llevarona cabo

en 1964 con los estudiosde Kuwana y colaboradoresen los que se incorporaban

compuestoscomo ferroceno,antraquinonao 5-aminobenzofenonaen el componente

líquido de la pasta[33,34].

Hay que decir ahoraque, de entre todos los tipos de electrodosmodificados,

los electrodosde pasta de carbono son (o por lo menos lo han sido hasta muy

recientemente),sin duda, los másempleadoscon fines analíticoscuantitativospor su

sencillez,versatilidady facilidad de construcción.
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Para la preparaciónde los electrodosde pastade carbonomodificadossuelen

utilizarsediversosmétodos,algunosde ellos similaresa los empleadosparamodificar

otros tipos de electrodossólidos. En primer lugar podría citarse la adsorción directa

del modificador sobre la superficie del CPE, pero este método rara vez se utiliza

puestoqueesun sistemamásapropiadoparapreconcentrarespecieselectroactivas.La

formaciónde enlacescovalentesentreel modificadory el electrodotampocoes muy

utilizadapuestoquerequieretratamientoscomplicadoscomooxidacióno silanización.

Por otro lado, la disolucióndel modificadoren el líquido aglutinante,sistemautilizado

inicialmente por Kuwanay col., es aplicablesolamentea sustanciascon propiedades

fuertementelipofílicas. Sin duda alguna,el método utilizado máscomúnmentepara

preparar electrodos de pasta de carbono modificados es la mezcla directa del

modificadorcon la pasta,sugeridoen 1981 por Ravichandrany Baldwin [35].En este

caso, debe prestarseespecial atención en asegurarla homogeneidadde la mezcla,

puestoqueparaobtenerresultadosreproduciblesy comparables,la concentracióndel

componenteactivo en la superficie del electrodo debe ser similar en todos los

experimentos.Por consiguiente,se debelograr unamezclaexhaustivade las dos fases

sólidas con el fin de conseguir que siempre se exponga la misma cantidad de

modificador a la disolución de la muestra. Además,los modificadoresutilizados en

mezcla directa deben reunir las siguientes condiciones: a) ser insolubles en la

disoluciónproblemao al menos,adsorbersefuertementesobrelos componentesde la

pasta,de maneraque seevite su disolución en la superficiedel electrododurantela

medida,y b) no debensufrir transformacioneselectroquímicasdentro del margende

potencialde la respuestavoltamperométricade las especiesanalizadas,exceptoen las

aplicacionescatalíticas.

De estaforma, quedaclaramenteexpuestala facilidad de construcciónde este

tipo de electrodos,asícomosu versatilidad,ya quese puedenincorporaren la pasta

de carbono numerososcompuestossin tener que diseñar esquemascomplejos de

inmovilización particularesparacadamodificador en concreto.

9
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Además,cabedestacarla facilidad de renovación,en casode ser necesaria,de

la superficie del electrodo, puesto que es posible retirar manualmente(con una

espátula,por ejemplo) la pasta utilizada y sustituirla por una nueva, cuandola

regeneraciónde los grupos funcionalesreactivosno puedarealizarsede ningunaotra

manera.Esto requiere,como ya seha dicho, unagran homogeneidaddel materialdel

electrodoy un tratamientototalmenteanálogode la superficiedelmismo.En cualquier

caso,siempreespreferibleunaregeneraciónquímicao electroquímicapuestoqueasí

se aseguraque el número de grupos funcionales en la superficie del electrodo

permanececonstanteen una serie de medidasrepetidas.

Se hanpublicadoalgunasrevisionessobreel empleode electrodosmodificados

de pastade carbonoen análisisvoltamperométrico[36-38],destacandola de Kalcher

[36] en la que se describendiversosmétodosde modificación y diferentestipos de

interacciónentresustratoy modificador.

La modificaciónde electrodosdepastade carbonohadadolugara la aparición

de un gran númerode trabajosen los últimos años.La finalidad perseguidacon cada

una de las modificacionesrealizadasse ajustabásicamentea algunade las áreasde

aplicación que se han discutido en el apartadoanterior,es decir, preconcentración,

electrocatáisiso eliminación de interferencias.

Comoya se ha comentado,parapreconcentrarciertosanalitosse hanutilizado

muchostipos de modificadores:adsorbentes,intercambiadoresiónicosy ligandos. El

pasode acumulaciónque precedea la medidapuede realizarsecon o sin aplicación

de potencial (a circuito cerradoo abierto) dependiendode la naturalezade la

preconcentración, puesto que el primer caso puede implicar una reacción

electroquímica(oxidaciónoreducción),mientrasqueel segundose basasimplemente

en un procesofisico o químicocomo la adsorción,el intercambioiónico, la formación

de complejoso la formación de salespoco solubles.
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La dependenciade la respuestacon el tiempo de acumulación,para una

composiciónfija de la disolucióna analizar,normalmentemuestraunaciertalinealidad

paracortosperíodosde tiempo, pero al aumentarésteseproduceuna desviaciónde

la linealidad debido, fundamentalmente,a la saturaciónde los centrosactivos.

Las especiesmodificadorasutilizadas para fabricar electrodos de pasta de

carbono modificados empleadospara llevar a cabo preconcentraciónson muy

numerosas.Por ejemplo,sehanutilizadodiversasresinasde intercambiocatiónicopara

la determinaciónde Cu2~ [39,40]o Cd2~ [41] y de intercambio aniónico para la

determinaciónde L [42],mezcladasdirectamentecon la pastade carbono.Tambiénse

han empleado resinas de intercambio aniónico líquidas, disueltas en el agente

aglutinante,parala determinaciónde algunosanionesvoluminososcomo [AuCIJ [43]

ó o e(CN)
6]

314 [44] entre otros.

En otros trabajosse han utilizado como especiesmodificadorascompuestos

orgánicos que actúan como ligandos formadores de complejos, o que forman

compuestosinsolublescon algunosmetalescomo, por ejemplo, la fenantrolinapara

la acumulacióny determinaciónde Co2t [45],o la ditizonapara la determinaciónde

Au3~ [46].

Sin embargo, la mayoría de los modificadores utilizados con fines de

preconcentraciónson adsorbentesdel tipo de las zeolitas [47], sepiolitas [48-54],

hectorita [52], bentonita [55] o gel de sílice [56-58],que se han aplicado a la

determinaciónde diversasespeciesorgánicase inorgánicas,entre las quecabedestacar

algunosproductosfarmacéuticoscomo dinocap[52],clozapina[53],bentazepam[55]

o todralazina[58].

Una forma sencilla de combinar la preconcentracióncon la eliminación de

interferenciasconsisteen realizarun cambiode medioentre la etapade acumulación

y la de medida.Así, la sustanciapreconcentradaen la superficie del electrodoes

extraídade la disoluciónde la muestraquecontienetambiénlos posiblesinterferentes.
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Además,de estaforma, parámetrostalescomola acidezo la fuerzaiónica del medio

puedenoptimizarsepor separadoparacadaunade las etapas(acumulacióny medida).

Por otro lado, la actividad electrocatalíticade los electrodosde pasta de

carbono modificados tiene su fundamento en reacciones químicas catalíticas

(oxidorreducciones),quetienenlugar en la superficiedel electrodo,cuandoseemplea

un mediadorredoxinmovilizado(catalizador).Comomediadoressehanutilizadogran

variedaddecompuestosorgánicose inorgánicos,en la mayoríade los casosmezclados

directamentecon la pastade carbono.Entre los modificadoresorgánicosse pueden

citar, por ejemplo, las quinonasempleadaspor Ravichandrany Baldwin para la

determinaciónde [Fe(CN)6ft,NADH y ácido ascórbico[35], o el tetrametil deriVado

de la fenílendiaminapara la determinaciónde ácido ascórbicoy NADH [591.

En cuantoa los modificadoresinorgánicosincorporadoscomo mediadoresen

los electrodosde pastade carbono,existenalgunasreferenciasen las que se utilizan

óxidosmetálicos,comoesel casodel dióxido de rutenioparala determinaciónen flujo

de alcoholes[60], pero en la mayoría de las aplicacionesse utilizan complejos de

metalesde transición,como las porfirinaso ftalocianinas,dadoquede estaforma los

metalespuedenadoptarfácilmente distintosestadosde oxidación.

Las propiedadeselectrocatalíticasde la ftalocianinade Co(II) fueron descritas

por Jasinskien los años60 [61,62],y hansido ampliamenterevisadas,así comolas de

otras ftalocianinasmetálicas,por Zagal [63] en 1992.

El grupo de Baldwin fue uno de los pimerosen utilizar electrodosmodificados

con ftalocianinasmetálicascon fines analíticos[64],principalmentepor incorporación

directa de la ftalocianinade cobaltoen la pastade carbono,habiendodemostradosu

utilidad analítica, tanto en discontinuo como en sistemas en flujo, para la

determinaciónde diversos tipos de analitoscomo compuestoscon grupossulfhidrilo

[65], ácido oxálico y a-cetoácidos[66], hidratos de carbono[67], monosacáridosy

disacáridos[68], alditoles y azúcares[69] y ribonucleótidos[70].
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Uno de los trabajosmás recientes,con electrodosde pastade carbono, del

grupo de Baldwin esla determinaciónde peróxidosorgánicosmediantecromatografía

líquida con detecciónelectroquímica,por reducciónsobreun electrodomodificadocon

ftalocianinade Fe(II) [71].

Wang y col. [72] han utilizado la ftalocianina de cobalto para catalizar la

electrooxidaciónde peróxidos orgánicos,y en el trabajo de I-Iuang y Kok [73] se

comparala respuestade varios soporteselectródicos(pasta de carbono, carbono

vitrificado y cementode grafito conductor) modificados con ftalocianina de Co(II),

hacia varioscompuestos:N-acetilcisteina,cisteina,glutation y ditiotreitol.

También se han empleadootros complejos inorgánicosmacrocíclicos como

modificadoresen los electrodosde pastade carbono.Entre ellos puedencitarse las

porfirinas, compuestosíntimamente relacionadoscon las ftalocianinas,que se han

utilizado para la reducción electrocatalíticade oxígeno [74], y los complejos de

fenantrolina,quehanencontradoaplicación,por ejemplo,en la oxidación y reducción

de NO2 [75].

Por último, no se puededejarde citar el trabajode Wang y Li [76],en el que

se describe un electrodo que presenta propiedades electrocatalíticas, de

preconcentracióny permeselectivassimultáneamente.El electrodoestámodificadocon

una mezclade ftalocianina de cobalto y Nafion y la utilidad analítica se ilustra a

travésde la determinaciónselectiva,medianteinyección en flujo, de hidrazinao de

peróxido de hidrógeno en presencia de ácido oxálico o de ácido ascórbico,

respectivamente.Si bien el soporte electródico,en estecaso,no es pastade carbono

sino carbono vitrificado, se ha incluido en esteapartadopor ser un ejemplo muy

ilustrativo de modificación multifuncional.
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LI.Z- RECUBRIMIENTOS POLIMERICOS

Durante la última década se han producido considerablesavances en el

desarrollode materialespoliméricos que puedenser utilizados para la obtenciónde

sensoresquímicosy bioquímicos.Entre estos,nos referiremosen este apartadoa los

electrodosmodificadoscon películas de polímeros.

Se ha demostradoqueel empleode recubrimientospoliméricospara producir

superficiesmodificadasconlíevavariasventajasimportantesdesdeel puntodevistadel

análisis. Quizá la más significativa sea que estos recubrimientos,en forma de

multicapas,proporcionanuna zona de reacción tridimensional en la superficie del

electrodo,queocasionaun aumentoen el flujo de las reaccionesqueocurrenen dicha

superficie, lo que a su vez produceun aumentode sensibilidad.

Aunque los materialespoliméricoshansido depositadossobre los sustratosde

muy diversasformas(enlacecovalente,adsorción,mezclafísica, etc...),pareceser que

la electropolimerizaciónes la quetienemásventajas,constituyendounarutade síntesis

polimérica simple, limpia y eficiente. Utilizando métodoselectroquímicosse pueden

controlar cuidadosamentela velocidad y la extensión del proceso de e¡ectro-

polimerizaciónmediantela aplicación de las condicioneselectroquímicasadecuadas.

Además, las propiedadesfísicas y químicas del polímero resultante son también

controladaspor dichascondicioneselectroquímicasduranteel procesode síntesis.En

la revisión de Imisides y col. [77] se trata ampliamenteel tema de la obtenciónde

electrodosmodificadoscon películaspoliméricasempleandola electropolimerización

como métodode síntesisy deposición.No obstanteexistentambiénreferenciasen las

que seempleanotrastécnicasparaconseguirlos recubrimientospoliméricos.Así, por

ejemplo,Heiduschkay Dittrich [78]handesarrolladoun electrodomodificadocon un

copolímerode estirenoy anhídridomaleico y, en estecaso,la formaciónde la película

se lleva a cabo por deposiciónde una gota de una disolución del copolímero en

acetonasobre la superficiedel electrodo,permitiendoa continuaciónla evaporación

completadel disolvente.
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En comparacióncon los electrodosmodificados químicamentemediante la

formaciónde monocapas,los electrodosmodificadoscon películaspoliméricasofrecen

unamayor estabilidadfísica y química, unamayor densidadde centrosactivos(entre

1O.1o~10.6mol cm2 correspondena 1-11V monocapas)y una respuestaelectroquímica

muy sensible. Estas ventajas están asociadascon la estructura, composición y

propiedadesde los polímeros empleados.Entre las cualidadesdeseablesen un

polimeroparapoderser aplicadodesdeel puntode vista analíticodebenmencionarse

la facilidad de preparación,la formaciónde unionesestablescon el electrodo,un largo

tiempo de vida del mismo y que proporcionenun adecuadomicroentornoespacial,

electrostáticoy químico.

Existen algunostrabajosde caráctergeneralsobre electrodosmodificadoscon

películasde polímeros[79-82],pudiendodestacarsela revisiónde Merz [80]en la que,

entreotros tipos de CMEs, dedicaespecialatencióna los recubrimientospoliméricos

y su preparación (principalmente por electropolimerización)y se incluyen varias

aplicaciones.

Desdeel punto de vista teórico, en un reciente trabajo de Rubinstein[83] se

discuten los procesos electroquímicosque ocurren en electrodos recubiertospor

películas de polímeros, formas de preparacióny caracterizaciónde los mismos y

algunasaplicaciones.Por otro lado, los diferentesmecanismosde transportede carga

en electrodosmodificadoscon polímerosse recogenen un excelentetrabajode Inzelt

[84] en el que sedescribe,además,la influenciade la morfologíadel polímerosobre

esteproceso.

Sin embargo,la mayoría de las publicacionesestán dedicadasa un grupo

especifico de materiales poliméricos. Aunque se han utilizado diversos tipos de

polimeros para la modificación de electrodos, se pueden destacartres grupos

fundamentalmente:polímeros redox, ionómeroscargadosy polímeros conductores

electrónicamente.
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Los polímerosredox contienengruposredoxactivos unidos covalentementea

un esqueletopolimérico electroquimicamenteinactivo. Un ejemplode este tipo de

polímeros es el poli(vinilferroceno). Estos materiales exhiben el fenómeno de

conducciónredox,esdecir, la transferenciaelectrónicaocurrea travésde procesosde

autointercambiosecuencial(saltode electrones)entregruposredox vecinosunidosal

esqueletopolimérico. Una característicatípica de la conducción redox es que la

conductividades máxima al potencial normal del grupo redox inmovilizado, lo que

correspondea la situaciónen la cual la concentraciónde centrosoxidadosy reducidos

en la películaes la misma.A esterespecto,en el trabajo de Inzelt [85] se discutela

influencia que tiene la estructura del polímero y sus cambios durante las

transformacioneselectroquímicasde los centros redox de la película, sobre el

comportamientode los electrodosmodificadoscon polímerosde este tipo. Por otro

lado, en un recientetrabajo de Andrieux y Saveant[86] se aborda el tema de la

catálisisempleandoelectrodosrecubiertospor polímerosredox.

El segundotipo de materialespoliméricosmencionado,los ionómeroscargados,

estánformadospor grupos redoxactivosunidoselectrostáticamente(talescomoiones

de complejosmetálicosmultivalentes)dispersosen unamatriz ionoméricaa travésde

un procesode intercambio iónico. En este caso, la movilidad de la carga puede

producirsebien por difusión física de los gruposelectrostáticamenteatrapadoso bien

por salto electrónicoentre grupos vecinos como en el caso de los polímerosredox.

Estos materialesson bastanteatractivosdesdeel punto de vista de su fabricación,

debido a que puedenprepararserápidamentepelículasuniformes en las que puede

variarse,de manerareproducible,la extensiónde la carga. Además,la variedadde

especiesque puedenincorporarseen matricespoliméricasde intercambio iónico es

muy amplia.Presentanuna desventajay esque en estosmaterialesla estabilidaddel

repartode los iones depende,en gran medida, de la concentracióndel electrólito

soporteutilizado en la subsiguienteaplicacióndel electrodo.

Un ejemplode aplicación catalíticacon este tipo de electrodopolimérico lo

constituye el trabajo de Buttry y Anson [87], en el que se cataliza la reducción del
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oxígenoendisolucionesacuosasempleandoun recubrimientode Nafion, en el cual el

transportede carga a través de la película es llevado a cabo por el par redox

[Ru(NH)6]
3~’2~incorporadoelectrostáticamente.

Por último, el tercer tipo de material polimérico electroactivo,los polímenis

conductoreselectrónicamente,exhiben propiedadesque son fundamentalmente

distintas de las de los polimeros redox y los ionómeroscargados.Una propiedad

característicaesque bajo condicionesapropiadas,la conductividadesbastanteelevada

(1-100 5 cm~1), debido principalmenteal hecho de que el esqueletopolimérico es

altamenteconjugadodandolugar aunadeslocalizacióndecargaconsiderable.En estos

materiales,el transportede carga es debido a defectosdeslocalizadosen la cadena

como puedenser los polaroneso bipolarones,que se generanpor oxidación del

esqueletodel polímero.Estetransponede cargaa lo largo de la cadenapoliméricaes

muy rápido. Sin embargo,debetenerseen cuentaque la conductividades, en gran

medida, función de la morfología del polímero [84]. Estos polímeros son

semiconductorescon una banda de valencia llena y una banda de conducciónvacía

separadaspor unabarrerade energía.Medianteel “dopado” del polímerose pueden

crear nuevasbandasde energíaintermediasque hacenposible la movilidad de los

electronesa esasnuevasbandas,aumentandola conductividaddel material.

En la bibliografía existengran cantidadde publicacionesacercade polímeros

de este tipo y son, sin duda, los másampliamenteutilizados para la modificaciónde

electrodos.El trabajo de Heinze[88] es una excelentemonografíasobre polimeros

conductoresen la que se describen con detalle los mecanismos de electro-

polimerizacióny electrodeposición,la estructura,los mecanismosde almacenamiento

de cargay algunasaplicacionesde estetipo de polimeros,aunquemuy pocasde ellas

estánenfocadasdesdeel puntode vista analítico.En estalíneasepuedecitar también

el trabajo de Diaz [89], si bien ésteya enfocadohacia la modificaciónde electrodos.

Existen algunas revisiones sobre las aplicaciones analíticas de electrodos

modificadoscon polímerosde estetipo, entre las quesepuedendestacarla de Ivaska

17



Introducción

[90], que se centra principalmenteen la utilización de poliacetileno, polipirrol,

politiofeno,poli(3-alquiltiofenos),poli(p-fenileno)y polianilina,el trabajode Zotti [91]

sobrela aplicaciónde polímerosconductorespoliconjugadoscomosensoresparagases,

iones o en biosensores,y la de Bidan [921sobre el empleode este mismo tipo de

materiales,dopadoscon aniones,para monitorizargases(NO2, NI-13, etc...), detectar

amperométricamenteiones no electroactivoso inmovilizar enzimas.

Hay ademásvarios trabajosgeneralesde interés[93-96]sobre la utilización de

polímerosconductoresen la fabricaciónde sensores.

Desde el punto de vista electroanalítico, uno de los compuestos más

ampliamenteutilizados para la obtenciónde electrodosmodificados con polímeros

conductoresesel pirrol debido,principalmente,a la gran cantidadde contraionesque

puedenincorporarseduranteel procesode polimerización,lo cual,a su vez, se debe

a que el polímero de pirrol se sintetizafácilmentea partir de una amplia gama de

mediosdisolventes,incluyendoel agua[77].Como ejemplos,puedemencionarseque

introduciendoagentescomplejantes,como el AEDT, y precipitantes,es posible la

determinaciónde metales[97], y que por incorporaciónde hexacianoferratocúprico

coloidal seha desarrolladoun electrodoquepuedeser usadocomoelectrodoselectivo

de K
t sin interferenciapor partedel NH

4~ [98].RecientementeLyons y col. [99] han

publicadoun trabajosobre algunosaspectosteóricosde los sensoresamperornétricos

basadosen polipirrol.

Un grupo especial,dentrode los polímeroselectrónicamenteconductores,con

numerosasutilidades, sobre todo en el campo de la electrocatáisis,es el de los

polímeros de complejos metálicos, entre los que se encuentranlas ftalocianinas y

porfirinas. En la revisión de Leidner [100] se recogen numerososejemplos de

reaccionesde transferenciade electronesmediadas por películas poliméricas de

complejosmetálicosdepositadassobre electrodos.
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La formación de películasconductorasde ftalocianinas metálicas mediante

electropolimerizaciónfue descritaen 1989 por Li y Guarr [101],estudiándoseen un

trabajo reciente [102] cómo influyen diversos parámetrosexperimentalessobre la

velocidadde polimerizacióny mostrandocomopuedemodificarsela morfologíade la

película, concretamenteen el caso de la poli-tetraaminoftalocianinade níquel (II)

(poli(Ni-TAPc)), variandoel potencialaplicadotrassu formación.Así, puedenalterarse

permanentementelas propiedades electrónicas de estos polímeros mediante su

oxidación a potencialessuficientementepositivos, a los cuales la película sufre un

procesoanódico multielectrónicoquímicamenteirreversible,de la mismaforma que

ocurre con el polipirrol [103], transformándoseen un aislante.

La electropolimerizaciónoxidativa de los complejosde tetraaminoftalocianina

de cobalto y níquel en dimetilsulfóxido conduce rápidamentea la formación de

recubrimientospoliméricos delgadosque son altamenteconductoresen una gran

variedadde condiciones.Así, estospolímerosmantienensuspropiedadesconductoras

en un intervalo de potencialesexcepcionalmenteamplio, si bien se observa una

conductividad máxima a potenciales negativos. El espesor de la película de

tetraaminoftalocianinametálica esdirectamenteproporcionalal númerode ciclos de

polimerización, pudiéndose determinar mediante cronoculombimetría o por

espectrofotometríade retrodispersiónde Rutherford [104-105].

Los polimerosde Ni-TAPc y Co-TAPcmuestranuna respuestaelectroquímica

estableal realizarun ciclado repetidodespuésde transferirel electrodorecubiertoa

un disolución que contiene sólo un electrólito. Sin embargo, la característicamás

importantede los voltamperograrnasresultanteses una elevadacorriente de fondo,

cuya magnitud dependelinealmente de la velocidad de barrido. Las películas de

ftalocianinasmetálicas•presentanestos fondos elevadosen un amplio intervalo de

potenciales,lo que puede ser atribuido a la corriente de carga de la gran área

superficialelectrónicamenteconductorade las películaspoliméricasde M-TAPc [101].
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Una característicamuy notable de las películasde poli(Ni-TAPc) es el hecho

de que, si bien se formanpor oxidaciónelectroquímica,su estadoconductorsegenera

por reducción electroquímica.Para la mayoría de los polímeros electrónicamente

conductoresestasdos semirreaccionestienenlugar medianteoxidación.La explicación

más probable para esta diferencia es que la electropolimerización de la

tetraaminoftalocianinade níquel tiene lugar a travésde la oxidación de los grupos

aminofenilode la estructura,mientrasque su conductividadse generapor reducción

de los centrosde ftalocianinade níquel polimerizados[106].Esto hace del poli(Ni-

TAPc) un polímeroconductorn-dopadode los que existenpocosejemplos.

Los electrodosmodificados con películasde este tipo muestranunarespuesta

electroquímicaintensificadahacia numerosossolutosimportantesy, además,poseen

unabuenaestabilidadfísica y químicay un elevadogradode compatibilidadtanto con

disolucionesacuosascomo con disolventesno acuosos,lo que posibilita su empleo

como electrodosindicadoresen sistemasen flujo.

Como ejemplosde sus aplicaciones,puede decirseque se han estudiadolos

procesosde oxidación electroquímicade la hidroquinonay el catecol mediante

voltamperometríacíclica sobre electrodos de carbono vitrificado recubiertos con

películaselectropolimerizadasde Ni-TAPc, estimándosequela presenciadel polímero

conduce a un aumento de la constante de velocidad de transferenciaelectrónica

heterogéneade dos a tres órdenesde magnitud [107]. Por otro lado, el grupo de

Baldwin ha utilizado electrodos de carbono vitrificado modificados con poli-

tetraaminoftalocianinade cobalto (II), comosensoresamperométricosen HPLC, para

la determinaciónde tioles [108],ácido tiotiazolidin-4-carboxílico[1091e hidroxilamina

[110].La determinaciónde ácido oxálico con estemismo tipo de electrodosha sido

efectuadapor Li y Guarr [111].

Otros muchose interesantesejemplosde aplicacionesanalíticasque emplean

electrodosmodificadoscon películasinorgánicasestánrecogidosen la revisiónde Cox,

Jaworskiy Kulesza[112].
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1.1.3.- BIOSENSORESAMPEROMETRICOS ENZIMATICOS

Uno de los principalesobjetivos de la QuímicaAnalítica modernaesconseguir

la determinaciónselectivade los analitos a bajos niveles de concentracióny en

presencia de sustancias interferentes. Los considerables avances habidos en

instrumentaciónanalíticahan dado lugar a una mejora en la selectividad,incluso en

el análisis de trazas,debido al desarrollode técnicastales como cromatografíade

gases,HPLC, espectrometríade masas,etc..., pero son técnicasde costeelevadoy, en

general,no son adecuadasparaoperar“on-line”. Por lo tanto, el desarrollode sensores

que seanaltamenteselectivosy fáciles de manejares hoy en dia un problemaclave

enQuímicaAnalítica.Existenalgunossensoreselectroquímicosde estascaracterísticas,

tales como los electrodosde pH, el electrodo de Clark para la determinaciónde

oxígeno y algunos electrodosselectivos de iones, pero este tipo de sensoresson

escasamenteaplicables para medir la mayoría de las sustanciasfisiológicamente

importantes como la glucosa, la urea o el colesterol y mucho menos para

macromoléculasbiológicas como enzimas,anticuemoso microorganismos.

Los seresvivos son capacesde reconocery adaptarsea los diversos cambios

químicos de su metabolismoo del entorno con elevadaselectividady sensibilidad

empleandolos llamadosreceptores.Estos sistemasreceptorestienen estructurasde

proteínascomplejasy, en la mayoríade los casos,estánunidosa membranascelulares,

presentandounagran afinidadhacia ligandosespecíficoscomopuedenser hormonas,

enzimaso anticuerpos.Estaelevadaespecificidady selectividadhacede los receptores

biológicosunassustanciasespecialmenteatractivasparael desarrollode sensores,pero

debido a su complejidadestructuralesmuy difícil utilizar receptoresintactosen los

dispositivossensores.Sin embargo,las enzimas,queson proteínascomparativamente

simples,sí hanpodido aplicarsecon éxito enel reconocimientomolecularde analitos.

Lasenzimasfuncionancomocatalizadoresbiológicosacelerando,demaneraespecífica,

un gran númerode reaccionesquímicasa temperaturaambientey presiónnormal. La

importanciade las enzimascomo reactivosanalíticosen químicaclínica, análisis de

alimentosy en la industriafarmacéuticahacrecidoconsiderablementedesdela primera
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aplicaciónanalítica,hacecinco décadas,de las fosfatasas.En la actualidadlas enzimas

se utilizan en el análisis de rutina de alrededorde 80 sustanciasdistintas.

El concepto de biosensorsurge a partir de la configuración de medida

introducida por Clark y Lyons en 1962 [113] y se caracterizapor la combinación

espacialdirectade una sustanciabiológicamenteactiva, el llamadoreceptor,unidaa

una matriz, con un dispositivo electrónicopara la transducciónde la señal.Parael

reconocimientomolecularlos biosensorespuedenestarconstituidos,en lugar de con

enzimas,con anticuerpos,células,tejidos, etc...

Comoreferenciageneralsobreel estadoactualy las perspectivasfuturasde los

biosensoresdebecitarseel interesanteartículode Rechnitz[114],enel queaportauna

visión personalde 30 añosde trabajo en estecampo.

Por consiguiente,un biosensorelectroquímicopuede definirse como un

dispositivoquereconoceun analitoenunamuestrae interpretasu concentracióncomo

una señal eléctrica mediante una combinación apropiada de un sistema de

reconocimientobiológico y un transductorelectroquímico.El reconocimientomolecular

se realizapor el principio llave-cerraduradel receptory la sustanciaa reconocer,

siendo de suma importancia el acoplamientoentre el sistema de reconocimiento

biológico y el transductor,el cual convierte la señal biológica en una eléctricaque

luego es amplificada,procesaday convertidaa la forma deseada.

En el contextode los biosensoreselectroquímicos,quizálos másprometedores

seanlos amperométricos,los cualesmonitorizanlas corrientesfaradaicasresultantes

de intercambioselectrónicosentreun sistemabiológico y un electrodomantenidoa un

potencial apropiado.Por lo que respectaa su clasificación,puede realizarsede un

modo sencillo, atendiendoal sistema de reconocimientobiológico empleadoen:

(1) electrodosenzimáticos,(2) biosensoresbasadosen microorganismoso en tejidos

y (3) inmunosensores.Los primeros son, sin duda alguna, los utilizados más

comúnmentede maneraque el términogenéricobiosensoresam¡>erométricossesuele
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aplicar a los electrodosenzimáticosy sobre ellos seva a tratara lo largo de todo este

apanado.Estosdispositivoscombinanlas ventajasde la especificidadpara reconocer

moléculasparticularescon la transduccióndirectade la velocidadde reacciónen una

corriente.

A pesarde todo lo dicho anteriormente,el uso de enzimascon fines analíticos

ha estadolimitado por algunosfactorestalescomola inestabilidadde las enzimas,las

interferencias por parte de activadorese inhibidores,el costedel análisis, etc. Estas

dificultades han sido minimizadas por el desarrollo de numerosastécnicas de

inmovilización de enzimas.

La representación,en forma de esquema,de un biosensorenzimáticosemuestra

en la Figura 1. La capade enzimainmovilizadase interpone entre la superficiedel

electrodoy la disolución del analito, habiéndoseutilizado tanto métodosfísicoscomo

químicos para preparar capas de enzimas inmovilizadas sobre diversos tipos de

superficieselectródicas[115].Hay que decir aquí que, en la actualidad, se están

desarrollandomuchosmétodosde inmovilización que implican el atrapamientode

la enzimacon películas de polímeros conductores.Sobre estetema hanaparecido

en la bibliografía numerosas revisiones [116-119],pudiéndose citar entre los

monómerosutilizadosparaestefin el pirrol [120],la anilina [121]y las ftalocianinas

metálicas[122].

Un electrodoenzimático operamedianteun mecanismode cinco etapas.La

primera es el transportedel sustratodesdela disolucióna la superficiedel electrodo;

en la segundael sustratodifunde a través de la membranaal punto activo de la

enzima; tercero,la reaccióndel sustratoy la enzimaseproduceen el punto activo; en

cuarto lugar, el productose forma en el puntoactivo y es transportadoa travésde la

membranaa la superficiedelelectrodo;finalmenteel productoformadoes sensorizado

y se mide la intensidad.
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ELECTRODO CAPA ENZIMATICA
SENO DE LA

MEMBRANA DISOLUCION

Sust rato

Producto

Figura 1

Diagrama de las etapasque tienen lugar en un biosensar amperométrico.

La mayoría de los sensores amperométricosdesarrolladosrequieren una

flavoenzimao cofactorpara catalizarunareacciónde oxidacióndel sustrato.Ya que,

en general, no es posible que el complejo enzima-formareducida del cofactor

resultantesufra una oxidación electroquímicadirecta rápida, se han incluido en el

sistemamediadoresredoxparatransportarelectronesdesdeel catalizadoral electrodo

de unamaneraeficiente, como se muestraen la Figura 1.

Por lo que respectaa las aplicacionesde los biosensoresamperométricos,se

puede decir que éstos representanla rama más desarrolladade los electrodos

bioespecíficos,habiéndoseutilizado en el áreade la salud,el análisis de alimentosy

el control medioambiental[123].Combinanlas ventajasde los procesoselectródicos

faradaicoscon la elevadaespecificidadde las enzimas,por lo quecomocaracterísticas

másatractivasdel empleode los biosensoresamperométricosenelectroanáisispueden

citarse:a) sensibilidad,debido a que la enzima se inmoviliza sobre la superficiedel

electrodopor adsorcióno se incorporaen unapelículade modificante,el análisiscon

biosensoreses, fundamentalmente,una técnicade preconcentración,por lo tanto se
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obtieneunamayor sensibilidadcon respectoa otras técnicasque utilizan reacciones

enzimáticas;b) selectividad;ademásde la selectividadquepuedeobtenersecambiando

el potencial del electrodo, las enzimas proporcionan selectividad a la técnica

electroanalíticautilizada, pues,como es conocido,sólo unaspocassustanciaspueden

reaccionarcon ellas en las reaccionesenzimáticas.Además,es posible adicionar al

electrodo otros componentes,como por ejemplo películas poliméricas que sean

permeselectivasaciertasespeciesaumentando,por tanto, la selectividadde la técnica.

c) En cuantoa la versatilidad, viene definida por la gran variedadde métodosque

puedenser empleadosen la modificación de la superficie del electrodopara la

inmovilización de la enzima. d) Por último puede destacarsela considerable

simplificación de los reactores y de los detectores electroquímicos basados en

biosensoresamperométricos.

Recientementehan aparecidoen la bibliografía algunasrevisionesacercadel

empleo de biosensoresamperométricosenzimáticosen general [124-126]y para el

análisisde alimentasen particular[127,128].

Se pueden encontrar aplicaciones de biosensoresde este tipo para la

determinaciónde gran cantidad de analitosentre los quese puedencitar la glucosa

[129,130],otros azúcarescomofructosa,galactosa,etc. [131],lactato [132],urea[133,

134], creatina y creatinina [135], ácido úrico [136], etanol [137], glicerol [138],

putrescina [139], colesterol [130,140],sulfito [141], oxalato [142], fosfato [143],

L-glutamato [144], ácido ascórbico[145], fenoles [146-148],peróxido de hidrógeno

[130],y algunosinsecticidas[149],entreotros.Los intervaloslinealesdeconcentración

de estossensoresse extiendennormalmentede dasacuatro órdenesde magnitudcon

limites de detecciónen el margende 1 a 100 MM.
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1.1.3.1.-Biosensoresamperométricosen faseorgánicay en micelasinversas

Hastahacemuy poco tiempo sólo se habíandesarrolladobiosensorespara la

medida de analitos capacesde solubilizarse en medio acuoso y de esta forma

interaccionarcon la enzima,ya queel agua,convencionalmente,hasidoutilizadacomo

el disolventebaseparalas reaccionesenzimáticas,debido a la creenciade queotros

disolventes podrían desnaturalizarel biocatalizador. Contradictoriamentea esta

creencia,se ha comprobadorecientementeque la biocatálisis puede funcionaren

medios orgánicosy en microemulsiones.La primera evidenciade que las enzimas

retienenactividadbiocatalíticaen disolventesorgánicosse encontróen el laboratorio

de Klibanov [150],mientrasque las ventajasque puedetenerla biosensorizaciónen

tales mediosse han puestode manifiestofundamentalmentepor Turner [151,152]y

Wang [153].

Desde un punto de vista bioanalítico es necesariodiscutir los factores que

influyen sobre la actividad de la enzima en un disolvente orgánico. Se acepta

generalmenteque las enzimasretienensu actividad catalíticaen ciertos disolventes

orgánicoscomo consecuenciade una capao un caparazónhidratadoque recubrela

partícula de la enzima. Además,se ha sugerido que la cantidad de agua que se

reqinereparala actividadcatalíticadependede la enzima.Por otro lado, un aspecto

fundamentalpara dicha actividad catalítica es la selección de una fase orgánica

compatible,esdecir, queno interaccionefuertementeconla hidrataciónindispensable.

Así, se ha encontrado que disolventes orgánicos suficientemente hidrofóbicos,

inmiscibles con el agua, son normalmente los más apropiadospara la catálisis

enzimáticadebido a que así disminuye la posibilidad de interaccionarcon el agua

estrechamenteasociadacon la superficie de la enzima.La hidrofobicidad de un

disolventeorgánicopuedeexpresarsepor el valor de log P, dondeP es el coeficiente

de repartodel disolventeen el sistemade dos fasesestándaroctanol/agua.A medida

quelog P aumentala hidrofobicidaddel disolventeorgánicotambiénaumenta.Se ha

sugeridoquedisolventesconlog P<2no son apropiadosparala biocatálisispuestoque

distorsionanfuertementela interacciónbiocatalizador-agua.Disolventesconvaloresde
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log P entre2 y 4 tienenunadébil interaccióncon los microalrededoresde la enzima,

afectandoa su actividad de forma poco predecible.Por último, aquellosdisolventes

con log P>4 son biocompatibles.Estatendencia,sin embargo,ha sido establecidacon

relativamentepocos sistemasy en algunos casos no se cumple, y ciertasenzimas

muestranuna actividadsorprendentementealta en algunosdisolventesorgánicos,lo

cual es debido probablementea que dichasenzimasretienensu capade hidratación

tan fuertementequeincluso los disolventeshidrofílicos no puedenarrancarla,o a que

el repartodel sustratohacia el lugar activo de la enzima está lo suficientemente

favorecidocomo para contrarrestarlos otros efectosperjudiciales.

La utilización de biosensoresen faseorgánicaofrece unaserie de ventajasde

las cuales,sin duda, la masobvia es la posibilidad de determinaranalitosorgánicos

escasamentesolubles en agua, lo cual amplia la gama de especiesque pueden

sensorizadascon electrodosde este tipo. Por otro lado, la baja solubilidad de las

especiesque son electroactivasen medioacuosoda lugar a una menorinterferencia

por partede dichasespeciesiónicas hidrofílicas. Puedeconseguirse,asimismo,una

mejorade la estabilidadoperacionaldel sensory un esquemade inmovilización de la

enzimamuy simplificado.

Por lo que respecta a los electrodos enzimáticos, pueden destacarse

fundamentalmentetresaspectos.Primero,puedenutilizarseparala detecciónespecífica

de analitos hidrofóbicos escasamentesolubles en agua, los cuales acceden al

microentornode la enzima a través de la fase orgánica. La enzima, a su vez,

interaccionadirecta o indirectamentecon la superficiede un electrodo.Como ya se

ha discutido, el microentornode la enzimadebe contenerun nivel de hidratación

suficiente que asegurela actividad óptima de la enzima.En segundo lugar, se ha

demostradoque es pasible utilizar mediadoresen la fase orgánicainvirtiendo el

conceptoconvencional de inmovilización de mediadoresinsolubles en agua por

adsorciónsobre los electrodos.Utilizando un mediadorsoluble en aguaen una fase

predominántementeorgánica,éstetendrápocatendenciaadesprendersedel electrodo

en condicionesde bajocontenidoen agua.Por último, debedestacarsela facilidad de
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inmovilización de la enzimaen la superficiedel electrodo.Así, esposible la adsorción

directa de las enzimassobre materialesde soporteinertes o directamentesobre los

electrodos.Esta técnica, ademásde simple es rápida y se consiguennormalmente

mayorescantidadesde enzimaque con las técnicasde inmovilización covalente.Sin

embargo,la adsorciónsufre cuandoel contenidoen agua del disolventeorgánicoes

elevado.

Es interesanteresaltarque el primer trabajo de un biosensoren el que el

biocatalizadorestabaencontactodirectoconla faseorgánicaaparecióen 1988,cuando

Hall describióun electrodoenzimáticoamperométricoparala determinaciónde fenoles

en cloroformo [151]. Entre los analitos que se han determinadocon biosensores

amperométricosenzimáticos en fase orgánicapuedencitarse el colesterol [154] y

algunosfenoles[155,156].

Por otra parte, los esquemasde inmovilización de enzimas, desarrollados

originalmentepara trabajaren medio acuoso, no son siempre compatiblescon los

mediosorgánicos.La incorporaciónde enzimasdentrode matricesrígidasde grafito

y Teflón [157]o de grafito y resmaepoxi [158]esotra útil forma de inmovilización

para trabajar en estos medios. También ha demostradoser de gran utilidad el

atrapamientode la enzimaen un recubrimientodel polímeroEastmanAQ [159]que,

a diferencia de la mayoría de las películas poliméricas,es altamenteestable en

diferentesmediosorgánicos.Además,esteatrapamientoofreceventajasadicionalesde

permselectividad.

Los avancesrecientesen los biosensoresen fase orgánicaincluyen el uso de

microelectrodospara minimizar la caída óhmica en medios apolares [160] y el

desarrollode detectoresde flujo con biosensorizaciónen fase orgánicade respuesta

rápida[161].La recienteintroducciónde reactoresenzimáticoscon inmovilización no

covalenteen mediosno acuosos[162]debefacilitar asimismoel desarrollodesistemas

analíticosenflujo paramonitorizarcorrientesorgánicas.Lasseparaciones“on-line” (por

ejemplo cromatografía líquida o extracción con disolventes) pueden también
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beneficiarsede estosdetectoresy reactoresde flujo de faseorgánica.Finalmentedecir

queestosmedioshandemostradoser tambiénapropiadosparala biosensorizaciónde

bajos niveles de inhibidores enzimáticos tales como tiourea, ácido benzoico,

dietilditiocarbamato,sulfato de hidroxilamonioy mercaptoetanol[163].

La última parte de este apartadointroductorio trata sobre desarrollo y la

utilizacióndebiosensoresamperométricosenzimáticosen micelasinversaso emulsiones

agua/aceite.Hay que decir,en primer lugar, que las micelasinversassonsistemasde

tres componentesformadospor un disolventeorgánico, que constituyela fasecontinua,

agua, que es la fasedispersa,y un tensoactivocomo agenteemulsificante.En la

Figura 2 se representala estructurade una micela inversa,dondepuedeobservarse

como las cabezaspolaresdel tensoactivoestánorientadashacia el interior de la

micela, atrapandouna microgotículade agua.

Aceite \1I
~Z:ZZ~D Agua ~

Figura2

Representaciónesquemáticade la estructura de una micela inversa

El interéspor el comportamientode las enzimasen estosmedios esbastante

recientepero muy intenso.De hecho, la catálisispor enzimasatrapadasen micelas

inversashidratadas,esto es la enzimologíamicelar, se ha convertido en una nueva
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tendenciade la biología molecular, debido a su utilidad en la comprensióndel

funcionamientode las enzimasen sistemaslípidos naturales[164].No hay queolvidar

que en las célulasvivas las enzimasactúanprincipalmenteen o cercade la interfase

“agua/medioorgánico” (esdecir, en la superficiede las membranasbiológicaso dentro

deellas, o en complejosmóvilesconcomponentesmacromolecularesde la célula, tales

comoproteínaso polisacáridos).Existen tresconsideracionesimportantesen cuantoa

las reaccionesenzimáticasen micelas inversas: a) en primer lugar la reacción

enzimáticasiempretiene lugar en el medio acuoso;b) las propiedadescatalíticasde

la enzimapermaneceninalteradasy c) e]. repartodel sustratoentrela faseacuosay

la faseorgánicapuedeser descritopor unaconstantede partición.

Lasventajasmásimportantesquepuedenesperarsede la utilización de micelas

inversascomomediosde trabajoparalas reaccionesenzimáticasson tres. La primera

es que en este tipo de sistemases posible la solubilización tanto de sustancias

hidrofóbicascomo hidrofílicas,por lo queesposible variar la naturalezamolecularde

los sustratos objeto de investigación. Con otras palabras, la enzima puede

interaccionarcon sustanciassolublesen aguay con sustanciasescasamentesolublesen

medio acuoso, teniendo de este modo un medio universal para llevar a cabo las

reaccionesenzimáticas.La segundaventajaesel fácil control de la cantidadde agua

necesariaparaobtenerel gradoóptimo de hidrataciónde la enzimay, por tanto, de

su actividaden disolventesno misciblescon el agua.Por último, y de la mismaforma

que ocurre en fase orgánica, puede esperarseuna relativa facilidad para la

inmovilización de la enzima en la superficiedel electrodosi se trabajaen sistemas

micelaresinversosen los que las enzimasseancasi insolubles.

Las posibilidadesde los electrodosenzimáticosamperométricosen medio de

micelas inversashan sido ilustradasrecientementecon la determinaciónde varios

compuestosfenólicos incluidos en la relación de contaminantesprioritarios de la

E.P.A.. La reacciónenzimáticaempleadaen este trabajo implica la oxidación de los

compuestosfenólicospor el oxígenocatalizadapor la tirosinasa[165].
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Por otro lado enun recientetrabajo de nuestroequipode investigación[166],

se ha llevado a cabo un estudio sistemáticodel comportamientode un biosensor

amperométricode HRP en diversossistemasmicelaresinversosformadosconhexano,

cloroformo y acetatode etilo como disolventesorgánicos,habiéndoseconcluido que,

contrariamentea las recomendacionesparalas reaccionesenzimáticasenfaseorgánica,

el disolventemásapropiadocon fines analíticosera el acetatode etilo (a pesarde

tenerel menorvalor de log P de los tresdisolventesensayados).La bajaconductividad

de las micelasinversasformadasconhexanodabalugara señalesamperométricasmuy

bajas que hacen a estos sistemas inadecuadospara el desarrollo de biosensores

aniperométricos.En este trabajo seha demostrado,asimismo,que las características

del tensoactivo utilizado como agente emulsificante afectan a la operáción del

biosensor.Se ha demostradotambiénque, paratodos los sistemasmicelaresinversos,

la hidrataciónóptima de la enzimaes un aspectoesencialdel funcionamientode los

biosensoresaniperométricosen estosmedios.

1.2.- CARACTERíSTICAS GENERALES DE LOS CONTAMINANTES

FENOLICOS

El fenol y sus derivados (clorofenoles, alquilfenoles, nitrofenoles y

polihidroxibencenos)son utilizados en diversas áreas debido a sus propiedades

desinfectantes,antioxidantes,plaguicidas, etc... Se emplean o se originan en la

fabricación de medicamentos,pigmentos,explosivos, pastade papel, tintes, resinas

fenólicaso colorantes,así como en las industriaspetroquímicasy de transformación

del carbón [167].

Debido a la enormevariedadde usos,fuentesde origen, elevadaproduccióny

también al número de análisis efectuadosen los últimos años, se han encontrado

compuestosfenólicos en distintos tipos de muestrasambientales:aguasde diversas

procedencias(de ño, demar, debebida,manantiales,de lluvia, subterránea)[168-173],
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sedimentos[174],organismosvivos (algas,moluscos,peces,aves) [175-177]y fluidos

biológicos (orina y plasmahumanos)[178].

Por lo queserefierea la toxicidad de los compuestosfenólicosdebeseñalarse

queéstavaríacon los tipos,posición y númerode sustituyentesenel núcleoaromático,

siendomás elevadaen los fenoles halogenadosy aumentandoen el orden orto- >

meta-> para-[167].El gradode toxicidad, expresadopor el valor de DL50 (dosis letal

media),varía en un amplio margen,dependiendono sólo del tipo de compuestosino

también del organismo tratado [179].Los pecesson mucho mássensiblesa estos

compuestos[180] observándose,por ejemplo, distintos efectos tóxicos a partir de

concentracionesde pentaclorofenoldel ordende 0.05 mg U
1 [181].

Los mecanismosde acciónde los fenolessobre los distintos organismosson

también diversos y comprendendesde modificaciones cromosomáticas,como las

observadasen cebollastratadascon clorofenoles[182],hastaefectosoncogénicospara

el hombre producidos por los clorofenoles más sustituidos, frecuentemente

contaminadoscon dioxinas [¶83].

Debido a sus efectosperjudicialespara el hombre y el medio ambiente,la

mayoría de los paísescontemplanen su legislación los límites de concentración

máximos toleradosde éstasy otras sustanciasen el agua. Así, en nuestro país se

admite una concentracióntotal de fenolesen aguapotablede 1 pg J~1 [184]mientras

que la normativade la CEE permitetan sólo concentracionesde 0.5 gg U’ [185].Por

su parte,en EstadosUnidos,la Agenciaparala ProteccióndelMedioAmbiente(EPA)

relacionóen 1978 una seriede compuestoscuyanecesidadde control se consideraba

de mayor interés,debidoentreotros aspectosa la frecuenciacon queerandetectados

en las aguas. Así, se eligieron 129 sustancias,designadascomo “contaminantes

prioritarios”, entre las cualesaparecíanlos 11 fenolessiguientes:fenol, 2-clorofenol,

2,4-diclorofenol,2,4,6-triclorofenol,pentaclorofenol,4-cloro-3-metilfenol,2-nitrofenol,

4-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol,y 2,4-dimetilfenol.Másadelante,
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en 1987, se añadierona estarelación los fenoles: 2,4,5-triclorofenol,2-metilfenol,3-

metilfenol y 4-metilfenol [186].

Evidentemente, el análisis de estos compuestosy la observación del

cumplimiento de la reglamentaciónvigente, exigen la puestaa punto de métodos

suficientementesensibles,así comode elevadaselectividadcuandointereseconocerla

composiciónde cadacontaminanteindividual en las muestras.

1.2.1.- Propiedadesfísicasy quimicásdel pentaclorofenol.Aplicacionesy

toxicidad.

En su forma pura,el pentaclorofenolesun sólido cristalino de pesomolecular

266.35, que funde a 190-191 ~C.Es bastanteinsolubleen agua(8 mg en 100 mL),

comportándosecomoun ácidodébil de PKa 5.25[187],muy solubleen alcoholesy éter,

soluble en bencenoy ligeramentesoluble en éterde petróleo.Se conocetambiénpor

los nombresde Perna,Penclorol, Santofen20 y por las siglas PCP [188].Formauna

sal sádica soluble en agua, el pentaclorofenatosádico, también denominada

pentaclorofenóxidosódico,Santobriteo Dowicide O. Estecompuestopuedeobtenerse

por cloración del fenol en presencia de un catalizador o por hidrólisis del

hexaclorobenceno.

Se utiliza como herbicidaen agricultura,actuandopor contactoy presentando

pocaselectividad.Los tiposde cultivos en los queseaplica sonprincipalmentelos de

remolacha,maíz, cebolla, leguminosasy patatas(1891. Los preparadoscomercialesa

base cje pentaclorofenol suelen ser disoluciones de este compuesto en aceites

minerales,o bien de su sal sódicao potásicaen agua.

Por tratarse de un herbicida de contacto,el PCP permaneceen los tejidos

tratadossin trasladarsea otraspartesde la planta,de modoqueno secontaminanlas

semillaso los tubérculos.Así, su principal utilidad consisteen lograr la defoliacióno

33



Introducción

desecaciónde las plantasantesde la recolección.Debido a suspropiedadesfungicidas

y bactericidas,su uso está recomendadoen la conservaciónde la madera y sus

productos derivados, almidones y colas [188]. Por lo tanto, la presencia de

pentaclorofenolesdetectableen los venidosindustrialesprocedentesde las plantasde

tratamientode la madera.Además,las fábricasde papel descargandiversostipos de

fenoles,que puedentransformarseen sus correspondientesderivadosdoradosen el

procesode blanqueadode la pasta.De estaforma, en estosefluentestambiénes

posible detectarla presenciade pentaclorofenoljunto con otros clorofenoles.

Por otra parte, el impacto ambiental producido por el pentaclorofenoly su

toxicidad han sido estudiadospor diversos autores [190-193].Las disoluciones

concentradasde PCPsonmuy tóxicas,pudiéndoseabsorbercantidadesnocivasa través

de la piel mediantecontactosprolongados.El pentaclorofenollibre y susformulaciones

en hidrocarburosirritan las mucosas,y esteefectosueleimpedir quese inhalendosis

tóxicas. Por otra parte, el contactocon disolucionesdiluidas producedermatitis[189].

La toxicidad del pentaclorofenol,expresadacuantitativamentea travésde la

DL50 (dosis letal media, establecidaen experimentoscon animales)es de 125-210

mg Kg
1 [194Jpor lo quese encuentraen un nivel de toxicidad algo inferior al DDT

(1,l-bis-(p-clorofenil)-2,2,2-tricloroetano),cuyo DL
50 es de 113 mg Kg

1 [194].Aunque

esta toxicidadpuedeconsiderarsemoderada,unaintensaexposiciónpuedeproducirla

muerte [195].Se ha demostradoqueel pentaclorofenolesel mástóxico de la serie de

clorofenoles[196]y, en efecto, se sabeque la toxicidad de los fenolesaumentacon

el número y el volumen de los sustituyentes,lo que se ha atribuido a una mayor

dificultad parasu biodegradación[167],relacionadacon su mayor lipofilia [197].Sus

efectostóxicosse basanen la acciónqueejercensobre las enzimas,por reducciónde

la síntesisdel ATP y el desacoplamientode la fosforilación oxidativa [167].Si bien su

toxicidad crónica en humanosnunca ha sido reseñada,sí lo ha sido su acción

carcinogénicasobre animales[198].
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Por último, es importante señalarque los niveles de concentraciónde PCP

detectadosen orina humanasugierenuna contaminacióngeneralal nivel de 10-20

Mg Kg1 para la población de EstadosUnidos [199].Otros estudioshan detectado
concentracionessiempre superiores a 0.01 Mg mL~1 en orina de personas no

habitualmenteexpuestasy del ordende 0.5 Mg mL~’ en personasexpuestas[200].Las

fuentespotencialesdel PCP en la orina puedenser los productosderivadosde la

madera,el papel, las bebidas(aguapotable)o incluso los alimentos(carne y grano)

[196],aunquetambiénpuedeapareceren ella como metabolito de otros fungicidas,

como el hexaclorobenceno[201]o el hexaclorociclohexano[202].Finalmente,añadir

que los preparadoscomercialesde PCP suelen estar contaminadospor dibenzo-p-

dioxinas, extremadamentetóxicas [203].

1.3.- ANTIOXIDANTES UTILIZADOS COMO ADITIVOS EN ALIMENTOS

Es bien conocido que la presenciade antioxidantesen alimentosretardael

enranciamientooxidativo causadopor el oxígeno atmosférico,protegiendoasí a los

aceites,lasgrasasy los componentessolublesendichasgrasastalescomolasvitaminas,

los carotenoidesy otros ingredientesnutritivos. Además,retrasanel deteriorodel

aspectode los alimentosdebidoa su oxidación,como por ejemplo la decoloraciónen

la carneo productoscárnicos[204,205]o la apariciónde manchasmarronesen frutas

y vegetales[206,207].Los antioxidantesno son capacesde restauraruna grasarancia

o un alimentodeterioradoni evitanel enranciamientohidrolítico, queesunahidrólisis

de las grasas catalizada enzimáticamente.El término “antioxidante” se aplica

generalmentea aquelloscompuestosqueinterrumpenlas reaccionesen cadenade los

radicaleslibres implicadosen la oxidación de los lípidos. Sin embargo,este término

no debeser utilizadosiemprede forma tan estricta,ya quelos alimentosson sistemas

muy complejos y el mecanismode actuacióndel antioxidantedependedel tipo de

compuesto.Varios de estosmecanismoshansido descritoscon detalle por Kochhary

Rossell [208].
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En un sentidoamplio los antioxidantespuedenclasificarseen cinco grupos:

(1) Antioxidantesprimarios:compuestos,principalmentefenólicos,quereaccionancon

los radicales lípidos para convertirlos en productos más estables [209,210].

Pertenecen a este grupo los tocoferoles sintéticos, alquil galatos, tert-

butilhidroxianisol (BHA), tert-butilhidroxitolueno(BHT), tert-butilhidroquinona

(TBHQ), etc... y actúancomo dadoresde electrones.

(2) Atrapadoresde oxígeno como el ácido ascórbico(vitamina C), palmitato de

ascorbilo,etc...Son compuestosqueal reaccionarconel oxígenolo retirande los

sistemascerrados[211,212].El ácido ascórbico<presenteen muchasfrutas y

vegetales)además,puederegenerarlos antioxidantesfenólicos[212,213],mediante

un mecanismototalmentedistinto, propuestoparaexplicarla acciónsinérgicade

mezclasde antioxidantes.

(3) Antioxidantes secundariostales como el dilauriltiopropionato, que actúan

descomponiendolos hidroperóxidosen productosfinales estables[209,214,2151.

Estos compuestos,aunqueestánaprobadospor la FDA (American Food and

Drug Administration)en EstadosUnidos,no estánaúnadmitidosparasu uso en

alimentosen la CEE.

(4) Antioxidantesenzimáticoscomo la glucosaoxidasa[215],superóxidodismutasa,

catalasa,glutation peroxidasa, etc...[216]. Estos antioxidantes funcionan bien

consumiendoel oxígenodisuelto, comoen el caso de la glucosaoxidasa,o bien

reaccionandocon especiesmuy oxidantes(presentesen el alimento) como la

superóxidodismutasa.

(5) Agentesguelatanteso “secuestradores”como el ácidocítrico, aminoácidos,ácido

etilendiaminotetraacético(AEDT), etc..., los cualesactúanformandoquelatoscon

iones metálicoscomo el cobrey el hierro, que promuevenla oxidación de los

lípidosa travésde unaaccióncatalítica[209,214,217].A estoscompuestosa veces
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se les llama sinergistas debido a que exaltan la acción de los antioxidantes

fenólicos. La mayoria de los sinergistaspresentanpoca o ninguna actividad

antioxidante cuando estan solos, excepto los aminoácidos[218] que pueden

presentaractividadantioxidante[219-221]o pro-oxidante[222].Tambiénalgunos

fosfolípidos como la cefalinaactúancomo sinergistasen algunossistemas[223]

probablementedebidotambiéna su efectoquelatante.

Ademásde estoscompuestos,.seconocenunaserie de antioxidantesnaturales.

Por ejemplo,sesabeque al menos30 especiasy hierbas[224,225]tienenpropiedades

antioxidantes,habiéndoseidentificadoalgunosde los compuestosresponsablesde esta

actividad,principalmentefenólicos,en susextractos.Tambiénalgunassemillascomo

el sésamoy el cacaocontienencomponentescon característicasantioxidantesademás

de los tocoferolesquese encuentrannormalmenteen estosalimentos.Por ejemplo, la

fuerte actividad del aceite crudo de sésamose atribuye a la presenciade sesamol,

sesamin,sesamolin[226]y y-tocoferol. Otrosantioxidantesnaturalesson el B-caroteno,

los ácidos cafeico, quinico y ferúlico, flavonoides [227],etc... y se conocenademás

algunos como el gossypol (presenteen el aceite crudo de semilla de algodón) y el

ácido nordihidroguaiarético(NDGA) (del arbusto Larrea Divaricata) que tienen

propiedadestóxicas.

El cómite conjuntoFAO/WHO expertoen aditivos de alimentosha dadouna

lista de 29 compuestosantioxidantes[214]y en la Reglamentacióndel Ministerio de

Sanidady Consumoespañol,del año 1986 [228],se establecenlas listas positivas de

aditivos alimentarios.En la Tabla 1 aparecenlos principales antioxidantesutilizados

como aditivos en alimentosy su correspondientecódigo E, lo que indica que están

permitidospor la CEE [229,230].En estatabla, el TBHQ aparececon el código H

correspondientea su designaciónpor la reglamentaciónespañola,dado que es un

compuestoaun no permitido por la CEE debido a la ausenciade datos toxicológicos

adecuados[231].
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Tabla 1

Principalesantioxidantesutilizados como aditivos en alimentos

Antioxidante(abreviaturacomún) Código E

Acido L-ascórbico E-300
L-ascorbatosódico E-301
L-ascorbatocálcico E-302
Acido Palmitoil L-ascórbico E-304
(palmitatode ascorbilo)
Mezcla de tocoferolesnaturales E-306
«-tocoferolsintético (a-T) E-307
y-tocoferolsintético (y-T) E-308
ó-tocoferolsintético (6-T) E-309
Propil galato (PG) E-310
Octil galato (OC) E-311
Dodecilgalato(DG) E-312
ert-butilhidroxianisol (BHA) E-320
tert-butilhidroxitolueno(BI-IT) E-321
Lecitinas E-322
Acido cítrico E-330
ten-butilhidroquinona(TBHQ)8 14-3243
2,4,5-trihidroxibutirofenona(THBP)
2,6-Di-tert-butil-4-hidroximetilfenol
(Ionox-100)
Acido 3,3’-tiodipropiónico
Acido nordihidroguaiarético(NDGA)

No permitidoaun en la CEE. El código H correspondea su designación

por la reglamentaciónespañola
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1.3.1.- Propiedadesfísicas y químicasdel BHT y BHA.

Aplicacionesy toxicidad

El BHT, 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol,en su forma pura esun sólido cristalino

de peso molecular 220.34 que funde a 70 0C. Es totalmente insoluble en agua,

ligeramente soluble en tolueno y soluble en metanol, etanol, isopropanol,

metiletilcetona,acetona,éter de petróleo,bencenoy en la mayoríade los restantes

hidrocarburosy es más soluble en los aceitesy las grasasde los alimentosqué el

BHA.

Tambiénes conocidopor los nombresde 2,6-bis(1,1-dimetil-etil)-4-metilfenol,

2,6-di-tert-butil-p-cresol,Antracine8, TenoxBifE, JonolCP, Sustane,Dalpac,Impruvol

y Vianol [188].Se utiliza comoantioxidanteen alimentospero tambiénen productos

de petróleo,gomassintéticas,plásticos,aceitesvegetalesy animalesy jabones.

Por otro lado, el BHA, 2(ó 3)-tert-butil-4-metoxifenol,esun sólido color cera

de peso molecular 180.24 que funde entre48 y 55 0C. El producto comercial está

formadopor unamezclade los dos isómeros2-tert-buti]-4-metoxifenoly 3-tert-buti]-4-

metoxi-fenolen proporcionesdel 85 y 15 por ciento respectivamente.Es insolubleen

aguay soluble en éterde petróleo,en alcohol al 50% y en propilenglicol.

Tambiénes conocidopor los nombresde Antracine 12, Embanox,Nipantiox 1-

F, Sustane1-F y Tenox BHA [188].Como ya se ha comentadoexhibe propiedades

antioxidantesy sinergismo con ácidos, BHT, propilgalato, hidroquinona,lecitina,

metionina,ácido tiodipropiónico, etc...y debidoa susolubilidaden grasasy aceitesse

utiliza como aditivo en este tipo de productos.Ademásse utiliza para impregnar

algunos envaseso envoltorios de cienos alimentos(copos de cereales,chocolates,

almendrastostadas,etc.).
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La toxicologíade los antioxidanteses unade las áreasmáscontrovertidasdel

continuo debatesobre la seguridadde los aditivos alimentarios.En los últimos años

han surgidoalgunosproblemascon el BHA y el BHT cuandoestudiosrecienteshan

demostradoqueestoscompuestospuedenproducirtumoresenanimales,contradiciendo

los resultadosnegativosobtenidosen estudiosanteriores.Por ejemplo, en el casodel

BHA ha aumentadola incidenciade tumoresen el anteestómagode las ratasy, por

tanto, en otros roedores.Aunque la especiehumanano poseeanteestómago,se han

encontradotipos de células similaresen el revestimientodel esófago.Normalmente,

los productos químicos que ocasionancánceren animales no se autorizan como

aditivos alimentarios.Sin embargo,estosdos compuestosaún continúanen las listas

de aditivos permitidosdadoquetodavíano sehaestablecidoel mecanismopor el ‘cual

ocasionanlos tumoresni en quédosisson nocivos.

Con el fin de quelos distintospaisespuedanutilizar evaluacionesde seguridad

promovidas por Organismos Internacionales tales como el Comité Conjunto

FAO/WHO Experto en Aditivos Alimentarios (JECFA), o el Comité Científico de

Alimentos (SCF) de la Comisión Europea(EC), estos Organismosestablecenuna

ingestadiariaaceptable(ADI) paracadaaditivo. La ADJ sedefinenormalmentecomo

la cantidad de producto, expresadapor Kg de peso corporal,que se consideraque

puedeser consumidadiariamentepor un individuo durantesu vida sin causardaño

alguno.Estosvaloresse establecendeterminando,apartir depruebasde toxicidad con

animales,quéefectoesel mássensibley averiguandola máximadosis a la cual este

efectono se observa.Posteriormentese aplica una reducción o factor de seguridad

para tener en cuentacualquier incertidumbreen los datos,posiblesdiferenciasde

sensibilidadentreanimalesy personasy entrediferentesindividuosde unapoblación.

El factor de seguridad es algo arbitrario y variable y en la práctica se utiliza

frecuentementeun valor de 100.

En el pasado,el JECFA asignó una ADJ conjunta a los tres antioxidantes

fenólicos BHA, BHT y TBHQ. Sin embargo,en la actualidad se consideranpor

separadodebidoa su diferentetoxicidad.
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Así, para el BHA, la ADJ establecidapor el JECFA es de 0.5 mg por Kg de

pesocorporal y día [232]y para el BHT ha establecido,temporalmente,un valor de

0.125 mg/Kg [233],mientrasque, paraeste último antioxidante,la SCF da un valor

de 0.05 mg/Kg [234].

E] JECEA ha reevaluadorecientementeel TBHQ [235]y concluido que aún

hay algunosaspectosconflictivos,algunasevidenciasde queesmutagénicoy los únicos

resultadosde estudiosdisponiblesen ratas son inadecuados.Sin embargo,se le ha

asignadotemporalmenteuna ADJ de 0.2 mg/Kg.

Otros aspectosde la toxicidad de estos y otros antioxidantes,talescomo su

absorción,metabolismoy excrección,su mutageneticidado carcinogeneticidady sus

interaccionescon otros carcinógenosy mutágenosse discuten ampliamenteen el

trabajo de Barlow [236].

Por otra parte, las concentracionesmáximaspermitidasde antioxidantesen

alimentostambiénse recogenen las reglamentacionestécnico-sanitariasde diferentes

paises,aunquevaríanen función del tipo de productoal quese añaden.Por tanto, es

importantedetectarla presenciade cadauno de estosantioxidantesen los diferentes

alimentosy disponerde métodossensiblesy, sobre todo, selectivospara estimar,de

forma exactay fiable el contenido de los mismos.
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1.4.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.4.1.- DETERMINACION DE PENTACLOROFENOL

Con el fin de facilitar la visión de conjuntode los métodosanalíticosexistentes

para la determinaciónde este compuesto,se ha optado por resumir la bibliografía

disponible en forma de Tablas, tomando como base la técnica que permite la

determinación.En cadaunade las tablasse incluyen también,cuandoseconocen,las

característicasanalíticasdel métodoempleado,el tipo demuestraal quesehaaplicado

y la forma de llevar a cabo la detección.

Recientementese ha publicadouna revisiónsobrelos métodosanalíticospara

la determinaciónde fenolesy otras sustancias[237]en la que se recogentodos los

métodoscromatográficos(cromatografíade gases,HPLC, cromatografíade fluidos

supercríticos, de capa fina, etc...), espectroscópicos(IR, UV, fluorescencia y

luminiscencia,RAMAN y RMN), electroquímicos,volumétricosy de inyecciónenflujo.

Por lo tanto, en las tablas se han incluido solamentelos trabajospublicadosen los

últimos diez añospuestoquetrabajosanteriorespuedenobtenerseapartir de ellos o

bien en la revisiónmencionada.

1.4.1.1.-MétodosCromatográficos

Existennumerososmétodoscromatográficosparala determinaciónde todo tipo

de contaminantesfenólicos, aplicadosa muchasclasesdiferentesde muestras.Las

técnicasmásutilizadasson la cromatografíade gases(OC) y la cromatografíalíquida

de alta resolución (HPLC), si bien tambiénpuedenencontrarsealgunos trabajosen

cromatografíade capafina (TLC) o de fluidos supercríticos(SFC).
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En la Tabla U se resumen las característicasde algunos de los métodos

encontradosen la bibliografíapara la determinaciónde PCP aunqueen algunosde

ellos se determinantambiénotros clorofenoleso fenoles en general (clorofenoles,

alquilfenoles,nitrofenoles,etc...)

La cromatografía de gases es una de las técnicas más útiles para la

determinaciónde estoscompuestosdestacandopor su mayor númerode aplicaciones.

En la mayoríade los trabajosel tratamientode la muestrarequierela extracción

previa con un disolvente orgánico como diclorometano [240]o hexano[250] o con

mezclasde disolventes[238,248].Sin embargo,en los trabajosmásrecientesseutiliza

la extracción sólido-líquido [241,258,262-264]puesto que además permite la

preconcentraciónde los analitos. En algunos casos, despuésde la extracción se

empleanmétodosde derivatizaciónpara obtenercompuestosmás volátiles que los

propios fenoles.El reactivomásutilizado para estefin es el cloruro (ó bromuro) de

pentafluorobenzoilo[239,252,264],si bien existentrabajosen los queseempleanotros

como el anhídrido acético[254]o el diazometano[256].

En cuanto a los detectores,sin duda los más utilizados son el de captura

electrónica(ECD), dado que es especialmenteútil para la detecciónde compuestos

halogenados,y la detecciónmedianteespectrometríade masas(MS).

Por lo que respectaa la cromatografíalíquida de alta resolucióndestacael

empleo de la modalidad en fase inversa con soportes de sílice (Lichrosorb,

Lichrospher)o de alúmina(Spherisorb)con fasesligadasde cadenalarga(C18, ODS,

RP-18),intermedia(C8) o corta(RP-2) aunqueexistenalgunascon otro tipo de fases

estacionariascomo las resinasde intercambioaniónico , B-ciclodextrina, etc... Como

eluyentese utilizan normalmentemezclasde metanolo acetonitrilo con disoluciones

acuosasde varias sales,principalmentefosfatos.
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El detectormásutilizado es el ultravioleta si bien los límites de detecciónson,

por lo general, más bajos cuando se emplean los de fluorescencia [271] o

electroquímicos[268],ya que los fenolespresentanabsortividadesmolaresbajas.

Por último, decir quetambiénsehautilizado la cromatografíadecapafina para

la detecciónsemicuantitativay para la determinaciónde fenoles,principalmentede

derivados dorados. Los procedimientos descritos se basan en la detección

espectrofotométricatras la formación de algún compuesto coloreado. Más

recientementehan comenzadoa utilizarse técnicascromatográficasmás complejas

como la cromatografía de fluidos supercríticos[282] o la cromatografíalíquida de

termospray[283].

1.4.1.2.-Métodosespectrofotomótricosy fluorimétricos

En la Tabla III se resumenlos trabajos aparecidosen la bibliografía que

emplean la formación de derivados coloreados para realizar la determinación

espectrofotométricade fenoles.La elevadareactividadde estos compuestospermite

obteneruna gran variedad de especiesabsorbentescon diferentes características

espectrales,tanto por lo que se refierea la posición del máximo de absorciónde sus

disolucionescomo a los valoresde absortividad.Entre estasreaccionescabedestacar

la que se producecon la 4-aminoantipirina(4-AAP) en medio básico y en presencia

de un agenteoxidante.El productode la reacciónesun colorantenaranjao rojo para

el fenol y los mono-,di- y triclorofenolesy azul o verdepara los tetraclorofenolesy

el PCP.
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Tabla II

Métodoscrornatográficosparala determinaciónde PCP.Cromatografíade gases(GC).

TRATAMIENTO NIVEL DETEC. REF.

Desproteneización can H2S04.
Extr. con hexano/2-propanol.
Reextr. con KOH

Derivatización a pentafluoro-
benciléter

Extr. con diclarometana.
Derivatización con cloruro
pentafluorabenzoílo

Extracción con cartucho C18

Adsorción

100 ng ECO (240)
de

pg 12’

20-200
¡igL’

MS (241)

MS (242)

Derivatización a acetato

Adsorción y extracción

LO: 0.01 ECO/MS (243)
pg L

pg 12’

10 jug

MS (244)

pría (245)

Sedimentos Clarofenoles

Ciar ofenales

ECPSuero,
arma

pg Kg
t

De~va~dóna cloroacetato

Extr. can hexana/etikter,Reextr.
conNaOH

ECO/MS (24é)

ECO (247)

ECO (248)

Derivatización a heptafluoro-
bu~rata

Desproteneizaciónen ácida.
Extr. con hexano

Derivatización a acetato

Derivatización a pentafluoro-
benzoato

2-8 gg 12’

LO: 0.33-1
pg U’

MS (251)

ECO (252)

MUESTRA ANALITOS

Ge latina

Adhesivos,
aguas

PCP

PCP

Aguas Clorofenoles

LO: 5 ¡igL’

MS

(238)

(239)

Aguas
residuales

Agua
subterránea

Clorofenales

Clorofenales

Aguas

LIuvia

Clorofcuales

Clorofenoles

Aguas Cl orofcuales

Clorofenoles

Gelatina PCP

LO:0.01-0.2
gg U’

Agua

Aguas

(249)

Clarafenales

Clorofenoles

ECO (250)
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Tabla II (Cont.>

Métodoscromatográficosparala determinacióndePCP.Cromatografíade gases(GC).

TRATAMIENTO NIVEL DETEC. REF.

Agua,

onna

Sedimentos

PCP

Clorofenoles

Cloro!enoles

Aguapotable

Agua

Cereales

Aguas

Agua

Aguas

Orina

Suelos,
sedimentos

Agua

Cloro!enoles

PCP,
pesticidas

Cbr ofeno¡es

Fenoles
sustituidos

Cborofenoles

Cloro!enoles

PCP
fenoles

Cloro!enoles

Cloro!enoles

Fenoles,
pesticidasy

PHAs

Fenoles

Conc. en Lipidex 5000.Oerivat. a
acetato

Extr. conacetona-hexano.Reextr.
con KHCO3 y derivatizacióncon
anhídridoacético.

Adsorción y desorcióntérmicaen
cartuchos TENAX

Derivatización con diazometano

0.1-10 ng ECO/MS (253)

LD: 0.2
—I

ng g

20 ng U
1

ng

Extracciónen cartuchosde C
18

Acetilación de la muestray pre-
concentraciónen cartuchos dc C18

Extr.conacetona/agua.Derivatiz.
con varios reactivos

Acidificación dela muestray pre-
concentraciónen

Microextracción en fasesólida

Extrac. en C18 y resma XAD-16

Hidrólisis áciday extr. en C18.

Derivatiz. conbromurode penta-
fluorobenzoilo.

Extr. con hexano/acetona en
microondas

Inyección directa del agua en
columnas GLOT (graphite ¡ayer
open tubular)

ng 12’

LO: 1-10
ng 12’

5 pg Kg’

ng
mg 12’

LO: 0.14
pg mU’

10-40pg U’

L. Determ.
0.01 ggmL’

mg

MS

ECO

(256)

(257)

RO/ECO

ECO

MS

(263)

(264)

(265)

ng lID/MS (266)

MUESTRA ANALITOS

ECD/MS (254)

MS (255)

MS (258)

MS (259)

ECO/MS (260)

ECO (261)

RO/MS (262)
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Tabla II (Cont.)

Métodoscromatográficosparala determinacióndePCP.CromatografíaLíquidadeAlta
Eficacia(HPLC).

TRATAMIENTO NIVEL OETEC. REF.

- Clorofenoles

Sedimentos Clorofenoles

Aguas,
onna

Agua
resídual

Papelde
aluminio

PCP

Cloro!enoles

Cloro!enoles

Aguade río Clorofenoles

Agua de río Clorofenoles

- Clorofenoles

Agua Fenoles

Fijación en Lichrosorb RP-2.
Elución con acetonitrilo/HOAc

Fijación en Lichrosorb RP-18.
Elución con MeOH/H20

Análisis directo en Spberisorb
005

Fijación en 1-Iypersil. Elución con
MeOH/!osfato de pH 2.5

Extr. con etanol. Fijación en
Altex Ultraspliere C ,~. Elución
conacetonitrilo/!osfatoó metanol

Oescomposición(dV de los dan-
silderivados

Reacción pre-columna con
derivadosde RodaminaE

Separación isocrática con
metanol/aguaen columnasde 13-
ciclodextrina

Preconc.por extr. liq-liq ó en una
precolumna en línea

mg 12’

gg Kg
1

LO: 1-10
gg U’

LO: 100
¡igL’

100 gg Kg’

UV (197)

UV (267)

EC (268)

UV (269)

UV (270)

1 gg 12’ Fluorim. (271)

pg Ouimiolu. (272)

(dV (273)

EC (274)

Preconcentración en Separon
SGX C,

8

Preconcentración y
simultánea con dos
XAO-2/Dowex 1-X8

separación
columnas:

en serie

Separación isocrática con
metanol/agua en columna
LiChrospherRP-1S

Extrac. con cartuchosde grafito y
SephadexQAE A-25 en serie

0.2-2
¡igL’

UV (276)

UV (277)

MUESTRA ANALITOS

Aguas

Aguas

Cloro!enoles

Fenoles

ng U’-
mg 12’

LD: 5 ¡igL’

UV/

Fluorese.

Uy

Clorofenoles

FenolesAguas

(261)

(275)
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TablaII (Cont.)

Métodoscromatográficosparala determinacióndePCP.CromatografíaLíquidadeAlta
Resolución(HPLC).

MUESTRA ANALITOS TRATAMIENTO NIVEL OETEC. REF.

Separación en !ase inversa con
columna EcanospbereC8

Diferentes procedimientos de
extracción con tensoactivos no
iórncos

0.5 mg 12’

mg 12’

UV/EC (278)

(dV (279)

Tabla II (Cont.)

Métodoscromatográficosparala determinaciónde PCP.Otrastécnicascromatográficas.

TRATAMIENTO TEGNICA OETEC. REF.

TLC (280)

(281)TLC

Fenoles Empleo de Freon 22
extractante y fase móvil

como

Fenolesy Extracción postcolumna y
pesticidas separación en fase orgánica en

columna Lichrosorb Rl’ 18

SFC

TSP LC

UV (282)

MS (283)

ECD: Detector de captura electrónica; MS: Espectrómetro de masas; FID: Octector de ionización de
llama; FflR: Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier; EC: Detección electroquímica;
TLC: cromatografía de capa fina; SFC: Cromatografía de Fluidos Supereríticos; flP LC: Cromatografía
líquida de termospray.

Fenoles

Cloro! enolesAguas

MUESTRA ANALITOS

Agua

Agua

Cloro!enoles

Fenoles
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Tabla III

Métodosespectrofotométricosy fluorimétricosparala determinaciónde PCP.

TRATAMIENTO NIVEL X,nm REF.

Fenoles

PCP

Agua

Halogenacióncon Br!. Extracción

Destilación con ácido cítrico.
Reaccióncon 4-AAP/Fe(CN)6t
Extr. con xileno

Clorofenoles

Fenoles Extraccióncon n-butanol

Pescado

Plásticos

Aguas
residuales

Aguas
residuales

Aguapotable

Clorofenoles

Fenoles

Fenoles

Fenoles

Fenoles

Cloro!enoles

Fenoles

Reaccióncon 1,4-fenilendiammas

Tratamientocon NaOH y H2S04.
Reaccióncon 4-AAP

Reaccióncon 4-AAP

Medida directa a pH 7.5-9.5

Reacciónen flujo con 4-AAP y
persul! ato

Reacción con 4-AAP y
K3[Fe(CN)6]

Reaccióncon IBr catalizadapor
Fe«S04)3

LO: 8 ¡igL’

0.5-10
mg 12’

20- 100
¡igL’
3-100

¡ig U’

i0~-i0~ M

224 (284)

570 (285)

Fluorim. (286)

Fluorim. (287)

490

3-6 mg Kg’

6-10g U’ 276

525

ío
4-ío-3M

pg

(288)

(289)

(290)

(291)

(292)

485438 (293)

210-246 (294)

4-AAP: 4-aminoantipirina

MUESTRA ANALITOS

Orina
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1.4.1.3.-Métodoselectroquímicos

Aunque las técnicaselectroanalíticashan sido utilizadasparallevar a cabola

determinacióna nivel de trazasde muchoscompuestosorgánicosde interésambiental,

se conocenrelativamentepocos ejemplosde aplicacionesen el caso de los fenoles

(TablaIV). Entre los métodosmásclásicosdestacanlos polarográficos[295-297].Más

recientementese hanutilizado métodosvoltamperométricos[298,300]y de inyección

enflujo [299,301].En general,estosmétodospermitenalcanzarnivelesde sensibilidad

similaresa los de la cromatografíade gases.Sin embargo,en cuantoa la selectividad,

éstaesinsuficientepara su aplicaciónal análisisde trazasen muestrasambientalesy

por ello, en la actualidad,se utilizan los detectoreselectroquímicosacopladosa un

sistemacromatográfico,generalmenteHPLC, que realiza la separaciónprevia a la

detección[278].

1.4.1.4.-Otrosmétodos

Además de los ya comentados,se han encontradoen la bibliografía otros

métodospara la determinaciónde PCP y de clorofenolesen general.En la Tabla V

seresumenalgunosde estostrabajosentre los quehay diversasvaloracionesen medios

no acuososcon detecciónpotenciométricao conductimétricadel punto final [305,306]

y algunosmétodosespectroscópicos(IR, RAMAN, RMN) [303,304,307].Sin embargo,

los trabajosmásrecientessedirigen haciael empleode electroforesise isotacoforesis

capilar con diversossistemasde detección[308-311].
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Tabla IV

Métodoselectroquímicosparala determinaciónde PCP.

MUESTRA ANALITOS TRATAMIENTO NIVEL TECNICA CONDIC.

Oxidación previa a cloranil -

en H2PO¿/ LD: 0.27
mg LI

en MeOH/ LO: 1.1
mg LI

Determinación
rométrica en
acuosaa pH 7.0

voltampe- 3.9~í0~ M
disolución 4.5~10-~ M

PCP Inyecciónen flujo

Fenoles Detec.amperom.tras sepa-
ración en fase inversa con
un electrodo de C. vitril.
modificadocon unapelícula
polimérica.

Fenoles,
pesticidas

LO: 3.7
¡igL’

Amperom. + 0.95 V
a E cte. Ag/AgCI

C. vitrif.

0.5 mg Li’ Amperoni. +0.65 V
a E cte. ECS

LO: 4 Amperom. Biosens.

¡imol U’ a E cte.

PCP

Gel
fotográfico

PCP

REF.

P

PCP

PCP

Disolución
HPOf

(295)

Disolución
H2S04

a.c.P

Dl’?

DPV

(296)

(297)

(298)

-0.85 V
ECS

-0.80V
Ag/AgCI

+1.13V
ECS

C. vitrif.

Aguas su-
perficiales

Fungicida
comercial

Fenoles Inyección en flujo

PCP

LO: 2 ¡igL’ Amperom.
a E cte.

Agua

LSV
Dpv

(299)

(300)+0.66 V
ECS

C. vitrif.

(301)

(278)

(302)

P: Polarografía; a.c.P: Polarografía de corriente alterna; Dl’?: Polarogralla diferencial de impulsos;
DPV: Voltamperometría diferencial de impulsos; LSV: Voltamperometría de barrido lineal; HA: Análisis
por inyección en flujo; ECS: Electrodo de calomelanossaturado.
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TablaV

Otrosmétodospara la determinaciónde PCE

TRATAMIENTO NIVEL METODO DETEC.

Esp.
RAMAN

Fenoles Derivatización con cloruro
de dilenil fosfonio 31 P

Fenoles Dilución entolueno. Adición
de NaOH y valoración con
HCl

Cloro!enoles

20-40 mg

Valoración con trietilamina
e hidróxido de tetrabutil-
amorno en acetonitrilo

Fenoles Dilución en CC!A

Volumetría Potenciom (305)

Volumetría Potenciom
Conductim

IR

Cloro!enoles Electro!. EC en
capilar columna

Cloro!enoles

Cloro!enoles

Adiciónde 13-ciclodextrinaal
electrólito

Isotaco!.
capilar

Adición depolietilenglicol al
electrólito

Isotaco!.
capilar

Conductim (309)

Conductim (310)

Fluorim. (311)

MUESTRA ANALITOS

Fenoles

Alquitrán

REF.

Alquitrán

(303)

RMN (304)

Alquitrán

Aguas
residuales

(306)

(307)

(308)

FenolesMa [eriales
de referen-
cia y Aguas
residuales

LO: io~
i0~
(pg Li’)

Electro!.
capilar

52



Antecedentes Bibliográficos

1.4.2.- DETERMINACION DE BHA y BHT

Existeun gran númerode publicacionessobrela determinaciónde uno o más

de los antioxidantessintéticos que se añadena los aceites,grasaso alimentosen

general.Muy recientementehanaparecidoalgunasrevisionessobrela determinación

de los antioxidantesmáscomunes[208,312,313]en las que se recogenlos métodos

analíticos utilizados usualmente para su cuantificación: espectrofotométricos,

voltamperométricos y cromatográficos.

Al igual que en el apanadoanteriorse hanresumido,en forma de tablas, los

trabajosaparecidosenlos diezúltimos añostomandocomobasela técnicaquepermite

la determinacióne incluyendo, cuandose conocen,las característicasanalíticasdel

método,el tipo de muestraanalizadoy la forma de llevar a cabo la detección.

1.4.2.1.-Métodoscromatográficos

Aparecenen la bibliografíanumerososmétodoscromatogréficosdedicadosa la

determinaciónde antioxidantesfenólicos, habiéndoseaplicado a gran variedad de

muestras.En la TablaVI se resumenlos trabajosencontradosbasadosen las distintas

técnicascromatográficas.

Los métodosbasadosenel empleode la cromatografíade gasesse hanaplicado

a numerosostipos de muestras,si bien principalmentese trata de alimentos.Dichos

métodos requierenuna extracción previa de los antioxidantescon disolventestales

como el n-hexano[317],acetona[321]o mezclasde disolventes[316,318]y algunosde

los procedimientosdescritosincluyen la purificación o “clean-up” de los extractos

utilizando alúminao florisil [317].El detectorutilizado máscomunmentees el de

ionización de llama (HD).
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TablaVI

Métodoscromatográficos parala determinaciónde BHA y BIrF. Cromatografíade
gases(GC).

TRATAMIENTO NIVEL DETEC. REF.

Aceites
vegetales

Chicle

RNA, BHT,
TEHO

RNA, BHT

Poliole!inas Antioxidantes

Pescado
seco

Grasasy
aceites

Aceites

Alimentos
ahumados

Mantequilla,
pescadoseco

Separación en columna de fase
ligada de !enilnietilsilicona.

Separaciónen columna WCOT.

Extr. con CH2CI2-MeOH.
Separación en columna capilar.
BHT como patrón interno.

BHA, BHT Extr. con hexano. Clean up en
!lorisil.

RNA, BHT Extr. con 10%de acetatodeetilo
en n-hexano.

RNA, BHT Extr. con n-hexano.“Clean up” en
Celite y preconc.en Sep-PakC,8.

BHA, BHT Sep.en OV-1-GasChroni. O y en
Se-30-ChromosorbW.

RNA, BHT Extr. con acetona o butilacetato.
Columna de 10% de DC-200
sobre Chromosorb WAW-DMCS
parapescadoy columna2% 0V-
330 sobreUniport HP.

RNA, aNT ExÉr. a reflujo con RuOAc. Sep.
en columna capilar 1>8-5 y DR-
WAX.

113 mg Kg’
BHA

3 mg Kg’
BHT

RNA, BHT ColumnaApiezone-Lde 0V-Ial.

Antioxidantes,
plastilicantes

FíO

lID

(322)

(323)

MS (324)Microcolumna de exclusión por
tamaños acoplada en línea con
GC.

Productos BHT, plastifi-
envasados cantes

Extr. liquido-líquido

MUESTRA ANALITOS

<314)

300 ppm

(315)

FíO

3.4-50.9
ppm RNA

12-7.3
ppm BHT

RO

LO: 5
jtg

(316)

(317)

(318)

(319)

(320)

(321)

Sardinas
secas

Grasas

(325)
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TablaVI (Cont.)

Métodoscromatográficos
gases(GC).

para la determinaciónde BHA y BHT. Cromatografíade

MUESTRA ANALITOS TRATAMIENTO NIVEL DETEC. REFL

EMA, BMT Extracción a reflujo con BuOAc

Desorción térmica directa del
compuesto

20-400
mg Kg’

MS (327)

Aceite

Cereales,
chiclesy

BHT

envoltorios

(326)
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Sin lugar a dudas,la técnicaque aparecemás frecuentementeen la literatura

parala determinaciónde antioxidantesfenólicoses la cromatografíalíquida de alta

resolución(HPLC), sobre todo en la modalidadde faseinversacon soportede sílice

(Partisil, ,u-Porasil,LiChrosorb) [334,336,339]y con fasesligadasde cadenalarga(C18,

ODS, RP-18) [334,346],empleándosecomo fasesmóviles mezclasde metanol,etanol

o acetonitrilocon aguay en algunoscasosmezclasternarias.La elución se llevaa cabo

bien en condicionesisocráticas[347,361]o bien en gradiente[337,341,350,360].

En cuanto a los detectores,el más utilizado es el de absorciónUV pero

tambiénexisten bastantesaplicacionesen las que se empleadetecciónfluorimétrica

[330,340,254],electroquímica[338,343,350,352,363,366]o medianteespectrometríade

masas[335,337,362].

Por último, puedencitarse algunostrabajosen los que utilizan técnicascomo

la cromatografíadecapa fina [323,371-373]y la cromatografíade fluidos supercríticos

con detecciónmedianteespectrometriade masas[359],UV [374]e IR [375].

¡.4.2.2.- Métodosespectrofotométricosy fluorimétricos

Este tipo de técnicaspara la determinaciónde antioxidantesno han recibido

excesivaatención(TablaVII). La basede la determinaciónsuelese la formación de

derivadoscoloreadosque se detectana una determinadalongitud de onda. Los

trabajos más recientesestán orientados hacia la resolución de mezclasaplicando

técnicasquimiométricas[358,382,383].
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1.4.2.3.-Métodoselectroquímicos

En la TablaVIII aparecenresumidoslos métodoselectroanalíticosquese han

encontradoparala determinaciónde los dosantioxidantesestudiadosenestaMemoria,

entre otros. La mayoría de los procedimientos descritos emplean técnicas

voltamperométricas(voltamperometríacíclica, lineal o diferencial de impulsos)

utilizando diversoselectrodossólidos,fundamentalmente,decarbonovitrificado. Debe

mencionarseque los límites de detecciónobtenidoscon estastécnicasson similaresa

los conseguidosmedianteel empleode la cromatografíade gaseso con los métodos

espectrofotométricos.

Por otra parte, la detecciónelectroquimica,fundamentalmenteamperométrica,

ha sido bastante utilizada después de proceder a la separaciónde diferentes

antioxidantesmedianteHPLC, habiéndoserecogidoestasreferenciasen la Tabla VI.
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TablaVI (Cont.)

Métodoscromatográficosparala determinaciónde BHA y BHT. Cromatografíalíquida
(HPLC y LC).

TRATAMIENTO NIVEL OETEC. REF.

2-ERA
3-BHA

Antioxidantes

Separaciónen Hypersil QOS con
acetonitrilo/agua.

Form. benzoil derivado. Pasopor
cartucho RP-18. Sep en Lichro-
sorb 6 en UltrasphereODS.

BHA, BHT Disol. en hexano. Extr. con
TBHQ CH3CN. Sep. en Diasil CN y

Unisil OCP.

BHT Separación en p-Porasd con
hexano/propan-2-ol.

1-50 ¡ig

LO
0.5 ng

Antioxidantes

BHT

Extracción con dioxano/agua.
Separaciónen Micro-PakC~8.

Separación en C18 con aceto-
nitrilo/agua.

BHT

BHT

BHA, BHT,
THHQ

Separaciónen Partisil 005 3 con
metanol/agua85%.

Extr. con acetonitrilo. Sep. en
QOS con CH>CN/H,0/THF en
gradiente.

Sep. en g-Porasil o Rad-Pak
Cyano con hexano-CH2CIr
CH>CN.

Extr. con CH>CN. Sep. en
ODS con CH3CN/H20/THF en
gradiente.

Pase móvil MeOH 0.01
K2H2P04 (80:20).

BHA, NOGA
y galatos

Scp. en Lichrosorb DiOL. LO UV
2.5-100ng (280 nm)

MUESTRA ANALITOS

Chocolate,

sangre

Aceite

VV
(228 nm)

(328)

(329)

(330)

(331)

VV
(230 nm)

UV
Fluorim.

Uy
(236 nm)

Prep.
comerciales

Poliolefinas LO: 2 ppm

Aceites,
alimentos

Plásticos

Aceites,
grasas

UV
(275 nm)

Refractom
UV

(280 nm)

Uy
(280nm)

VV
(280 nm)

MS

Uy
(280 nm)

(332)

(333)

(334)

(335)

(336)

Plásticos

3.1 ¡ig

< 3 ppm

BHT

BHT

10-100 ng

Soja,
cacahuete
y aceites

VV
MS

M/

(337)

(338)EC
0.8;1.2V

(339)

58



Antecedentes Biblogrl¡ Jicos

TablaVI (Cont.)

Métodoscromatográficosparala determinaciónde BI-IA y BHT. Cromatografíalíquida
(HPLC y LC).

TRATAMIENTO NIVEL OETEC. REF.

Antioxidantes

Antioxidantes

Extracción con acetonitrilo.
Separaciónen LiChrosorb RP-18.

Extr. con MeOH. Sep. en
LiChrospher 100 CH-18/2 con
CH>CN-HOAc en gradiente

Patatasfritas BHT Extr. con tolueno.Separaciónen
gel (exclusiónpor tamaños)

LD
0.5 ppm

Uy (342)

Productos
farmacéuticos

Mantequilla,
aceites

PG, RNA Extraccióncon metanol. Sep. en
ResolveSphericalC~8.

EHA, BHT Clean-up directo en Sep-Pak.
elución con MeOH. Sep. en
columnaNucleosil 5 C,8

Polietileno,
polipropileno

Alimentos
secos

Alimentos

Antioxidantes

Antioxidantes

Antioxidantes

Extr. con CO2 supercrítico y
comparacióncon la extracciónen
Soxhlet.

Suspensiónen hexano.Extr. con
CH>CN. Sep.en SupelcosilC-18
o UltrasphereOOS

Extr. con mezclade ácidooxáli-
co/Etanol/2-propanol/CH>CN.
Sep.en Lichrospher60-Rl’

BHT

Antioxidantes

Antioxidantes

Purificación previa del aceite

Sep.en Nucleosil 50

Separación en Waters 5 pm C18.
Eluciónen gradiente.

MUESTRA ANALITOS

Aceites,
grasas

Alimentos

LD
5 ppm

UV
(280 nm)
Fluorim.

(340)

(341)UV

0.5 mg VV
(280 nm)

EC

6 ¡ig

(343)

(344)

Uy

UV
(280 nm)

0.4-2.7
ppm

Aceitesde
motor

(345)

(346)

(347)

Plásticos

VV

(348)

UV
(254 nm)

lSOpg

360 pg

(349)

(350)UV
(280 nm)

EC

59



Introducción

TablaVI (Cont.)

Métodoscromatográficosparala determinacióndeBHA y BHT. Cromatografíalíquida
(HPLC y LC).

TRATAMIENTO NIVEL OETEC. REF.

Antioxidantes

Antioxidantes

Derivatización con fenil-iso- -

cianato. Detee.a menor A de los
fenilcarbamatos formados

SeparaciónenSpherisorbOOS2. 0.3-2 pmol
Elución con acetonitrilo.

Extracción con metanol.
Separaciónen RP-18.

Extr. con hexanoy CH>CN. Sep.
en Shim-pakCLC-ODS.

DHA, BHT No serequiere extracción.Sep.en
Ultrastyrogel 100 A con THF o
CHCI3.

LO
02 pg

Culomb. (353)

Fluoresc. (354)

Uy
(280 nm)

(355)

DHA, HHT
PC y TBHO

Resolución quimiométrica de
picos solapados(PG y TBHO).

Antioxidantes Nueva fase móvil para esta
aplicación.

1 ppm EC (357)

Separación en fase inversa

Plásticos

Aceites y
grasasde
consumo

Alimentos,
productos
farmacéuticos
y cosméticos

Antioxidantes

Antioxidantes

Antioxidantes

Sep. en fase normal con elución
isocrática o en gradiente.

Sep. en fase inversaen columna
C18. Elación en gradiente.

Dilución con hexano. Extracción
con acetonitrilo. Separación
isocrática.

Antioxidantes

MUESTRA ANALITOS

l’lásticos

UV
(230 nm)

UV
EC

DHA, BHT,
PG

DHA

Mimentos,
cosméticos

Alimentos

Aceites y
grasas

(351>

(352)

Combustible
JP-5

UV
(290 nm)

DHA, BHT
PG

(356)

Uy
(230 nm)

(358)

Plásticos

(359)

<360>

(361)

Uy
(280 nm)

Uy
(280 nm)

L. deter.
0.5-1.6
¡ig

MS (362)
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TablaVI (Cont.)

Métodoscromatográficosparala determinaciónde BHA y BHT. Cromatografíalíquida
(HPLC y LC).

TRATAMIENTO NIVEL DETEC. REF.

Antioxidantes Separación en Lichrocart RP-18
con acetonituilo-tetrahidro!urano-
agua.

EC (363)

Antioxidantes
y otros

aditivos

Vadosmétodosde determinación

Mantequilla Antioxidantes

Alimentos,
drogas

Margarina

Alimentos

Extr. según AOAC LC Method
983.15. Empleo de distintos
eluyentes.

DHA, BHT,
PG

Modificación del procedimiento
de extracción de la AOAC.

Extr. con CH3CN-2 propanol-
EtOH. Sep. en fase inversa en
columna CrestPac C18S. Eluc. en
gradiente.

Disolución en pentano. Separa-
ción previa en AdsordexRP-18.

Empleo de un algoritmo para
seleccionar la composición de una
!ase móvil ternaria.Sep. en !ase
inversa en col. MerckC8 SelectB.

10, 50, VV
100 pg g

1 (280 nm)

ng

LO
1 pg

ppm

mg

UV
(280 nm)

VV
(280 nm)

UV
(280 nm)

MUESTRA ANALITOS

Zumode
Zanahoria
y leche en
polvo

(364)

(365)

EC (366)

DHA, BHT,
OG y NOGA

Antioxidantes

Antioxidantes

BHT y otros
antioxidantes

(367)

(368)

(369)

(370)
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TablaVI (Cont.)

Métodos cromatográficospara la determinaciónde BHA y BHT. Otras técnicas
cromatográficas.

TRATAMIENTO TECNICA OETEC. REF.

Antioxidantes

DHA

Antioxidantes

Reac.con 3,5-dicloro-p-benzoqui-
nona clorimma. Separación en
placa de gel de sílice.

Reacción del DHA con N;N-
dimetil-p-fenildianiina

Método estándar

DHA, HHT Separaciónsobre placa de Kiesel
gel. Extracción con butanol.

TLC Espectro!. (323)

Antioxidantes

Poliolefinas Antioxidantes

Polietijeno Antioxidantes

CO2 como fase móvil. Columna
capilar

Fasemóvil CO2 o 10% MeOH-
CO2. Columna empaquetada.

Extr. con CH2CI2 en Soxhiet o
con CO2 supercrítico. Análisis por
SFC en columna capilar.

SFC

SFC

SFC

MS (359)

UV (374)

IR (375)

DHA, BHT, Reac. con N,N-dimetil-p-!enil-
galatos diami-na en presencia de un

oxidanteen medio básico.

BHT y Placa de Silufol-UV-254
derivados toluenocomo fasemóvil

con TLC Colorini. (377)

MUESTRA ANALITOS

Grasas,
aceites

TLC

TLC

(371)

Grasas

Espectro!.
550 nm

Plásticos

TLC

(372)

(373)

Aceites y
grasas de
consumo

TLC (376)

MS: Espectrómetro de masas; FID: Detector de ionización de llama; DC: Detección electroquímica;
TLC: cromatografía de capa fina; SFC: Cromatografía de Fluidos Supercríticos; UV: Detector de
ultravioleta-visible.
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TablaVII

Métodosespectrofotométricosy fluorimétricosparala determinaciónde BHA y BHT.

TRATAMIENTO NIVEL A,nm REl’.

PG, DHA Disol. en CCh. Extr. con EtOH,
50%. Reac.con p-(N-metilamino)
fenol y 10; o MnO4

PG, DHA Reac. con 3-rnetilbenzotiazolin-2-
ona y Ce(IV)

Reac.con el reactivo de Gibbs o
de Ehrich. Detec.a flujo parado

DHA, DHT, Resoluciónmezclaspor elmétodo
PG de la 3~ y 4~ derivada.

BHA, HHT Determinación y procesadodelos
espectros por deconvolución y
derivadas.

DHA, BHT Extr. con hexano. Resolución de
mezclas por derivadas de los
espectros.

Reac. con 2,4,6-tripiridil-s-
triazina.

Reac.conFe(III)-2,4,6-tripiridil-s-
triazinao clorurode trifeniltetra-
zolio.

MUESTRA ANALITOS

560(PG) (378)
510(BHA) (379)

DI-lA

3-25 pgmL’
10 pgmL’

0.5-9
1.0-15
ppm

mg Kg’

Grasas,
aceites

Aceites,
grasas

Aceite

Cacahuete

Manteca

Aceites

Aceites
comestibles

Aceites

480
y

440

594
542

230

(380)

(381)

(358)

(382)

(383)

(384)

311.5
(DHA)
178.5

(BHT)

BHT

DHA, DHT

DHA

gg mL’ 590
480

Fluonm. (385)

(386)
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Tabla VIII

Métodoselectroquímicosparala determinaciónde BHA y BHT.

MUESTRA ANALITOS TRATAMIENTO NIVEL TECNICA CONDIC.

Antioxidantes Disol. en EtOH/benceno,
adic. de H25040.12 M.

0.001% LSV C. vitrif. (387)

DHT Extracción en acetonitrilo.

BHT Disolución en hexano.
Fijaciónen alúmina.Elución
con CH>CN.

Alimentos, Antioxidantes DPV
sangre

Patatasdes-
hidratadas

C. vitrif. (390)
rotatorio

DHA, DHT Extr. con benceno. 0.2 ppm
(DHA)

DPV

1.5 ppm
(8H17)

+034V
(BHA)
+1.05V
(aRT)

(391)

BHA Disol. en EtOH/PO¿
Preconc.a 0.0 V o circuito

abierto. Limpieza a 0.75 V.

LO
2x10~ NI

Cera y BHA, BHT,
aceite de tocoferoles

BHT Mecanismode oxidación en
MeOH/NaMeO (1:1).

DHA 40 pg

DHA, Limpieza del electrodocon
NADH alúmina y SWV.

DPV/FíA + 0.40 y
redisol. Ag/AgCI

Pasta C.

LSV, DPV -

CV -

FíA -

DPV
CV

Electrodode Pt sobre mem-
brana intercambiadora de
ionessin electrólito soporte.

LD
280-291

mg

FíA Amperom.
microelec.

Aceites
vegetales

REF.

Patatas
fritas

Aceites
transfor.

LO: OA
ppm

DPV

40 ppm

(388)

DPV (389>+1.15V
ECS

C. vitrif.

Bebidas,
vitaminas

girasol

Productos
farmacéut.

(392)

(393)

(394)

(395)

(396)

BHA, BHT,
TBHQ

(397)
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TablaVIII (Cont.)

Métodoselectroquímicosparala determinaciónde BHA y BITF.

MUESTRA ANALITOS TRATAMIENTO NIVEL TECNICA CONDIC.

BHA, BHT Disol. en hexano.Extr. con
acetonitrilo, evap. Disol. en
MeOH/HCIO40.1 M.

BHA Extr. con acetatode etilo.
DeÉerminación en
emulsiones aceite/agua.

LO
2.5 ppb
(BHA)
6.0 ppb
(BHT)

LO
2.5~10~
mol L

1

RA

DPV

+0.80V
(BHA)
+1.05V
(BHT)

Ag/AgCI
C. vitrif.

+0.57V
ECS

C. vitrif.

(398)

(399)

DPV: Voltamperonietríadiferencialde impulsos;LSV: Voltamperometría de barridolineal; FIA: Análisis
por inyecciónen flujo; CV: Voltamperometríacíclica; SWV: Voltamperometríade ondacuadrada;ECS:
Electrodo de calomelanos saturado.

Aceite de
maíz,éter
etílico

Goma de
mascar

REF.
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1.5.- OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

El objetivofundamentaldel trabajoquesepretenderealizaresel de desarrollar

distintostipos de electrodosmodificados quimicamenteque seansusceptiblesde ser

aplicadospara el análisis de compuestosorgánicos de interés ambiental o que se

utilicen como aditivos en los alimentos,línea éstade investigaciónprioritaria dentro

del Grupo de ElectroquimicaAnalítica de este Departamento.De estemodo, dicho

objetivo tendrá,en todos los casos,dos vertientes,una de caráctermásfundamental,

dondese trataráde desarrollardistintos electrodosmodificadosque respondana los

diferentesdiseñosutilizables desdeun punto de vista analíticoque puedenofrecer

estos dispositivos.Una segundavertienteseráaplicar los electrodosdesarrolladosal

análisis de compuestosorgánicosde interésen distintos tipos de matrices.

Comohaquedadoclaro enel capitulode Introducción,desdeun puntode vista

analítico las dos áreas principales de utilización de electrodosmodificados son

preconcentracióny electrocatálisisy, sin duda alguna hastahace poco tiempo, los

electrodos de pasta de carbono, por su sencillez, versatilidad y facilidad de

construcción,hansido los másempleadoscon fines analíticoscuantitativos.

Puesbien, el principio de la preconcentraciónse va a estudiarutilizando un

electrodode pastade carbonomodificadocon gel de sílice, siendoel analito escogido

para esteestudioel fungicida pentaclorofenol.

El principio de la electrocatálisis se mostrará con la determinación

voltamperométricade los antioxidantesfenólicos tert-butilhidroxianisol (BI-IA) y ten-

butilhidroxitolueno(BHT) sobreun electrododepastade carbonomodificadoconuna

ftalocianina metálica como mediador redox. Como ya ha quedado puesto de

manifiesto, una de las áreasmás prometedorasde las aplicacionesanalíticas con

electrodosmodificadosquímicamenteesaquellaen la queseutilizan mediadoresredox

inmovilizadosquefacilitan la transferenciade cargaentreel electrodoy un analitoen
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disolución a potencialesmucho menoresque lo que seríaposiblede otro modo. De

hecho, el desarrollode sensoresquímicos,particularmentecuandose consideransus

aplicacionesa la detecciónelectroquímica,se ha beneficiadoespecialmentede la

modificaciónde electrodoscon especieselectrocatalíticas,debido a que la reducción

del sobrepotencialde activación permite una mejora de la selectividad graciasal

empleode potencialesde trabajomásbajos.

Un diseño diferente y sumamenteatractivo de electrodosmodificadoscon

propiedadeselectrocatalíticaslo constituye el electrodo modificado por películas

poliméricasdepositadaspor electropolimerización.En efecto,en los últimos años, el

desarrollode técnicasquepermitenel recubrimentoreproduciblede un sustratocon

un polímeroque tengaunasdeterminadaspropiedadesquímicasy electroquímicasse

ha convertido en una clara tendenciaen el diseño de nuevos sensores.Se ha

demostradoqueel empleode recubrimientospoliméricosparadar lugar a superficies

modificadasconlíevavariasventajasdesdeel puntode vista del análisis,siendoquizás

la mássignificativaqueestosrecubrimientosenformade multicapasproporcionanuna

zona de reacción tridimensional en la superficie del electrodo que ocasionaun

aumentoen el flujo de las reaccionesqueocurrenen dicha superficie lo que a su vez

produce un aumento de sensibilidad. Aunque los materialespoliméricos han sido

depositadosa los sustratosde distintasformas,pareceque la electropolimerizaciónes

la que tiene másventajas,constituyendounaruta de síntesispoliméricasimple, limpia

y eficiente. Mediante métodoselectroquímicos,la velocidady extensióndel proceso

de electropolímerización,así como las propiedadesquimicas y físicas del polímero

resultantepuedenser cuidadosamentecontroladas.

En este contexto se ha investigadoel comportamientode un electrodode

carbonovitrificado recubiertocon un polímerode ftalocianinade níquel, siendo el

analito seleccionadopara ello el BHA. La preparacióny deposiciónde ftalocianinas

metálicaspoliméricassobre electrodossólidospermite la formación de películasque

muestran una serie de interesantesy útiles propiedades.Los electrodosmodificados
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resultantesmuestran una respuestaelectroquímica intensificada hacia numerosos

solutos importantesy, además,parecenposeeruna buena estabilidad mecánicay

químicay un elevadogrado de compatibillidadtanto con disolucionesacuosascomo

con disolventesno acuosos,lo que posibilita su empleocomoelectrodosindicadores

en sistemasen flujo.

Finalmente, el último electrodo modificado que se ha desarrollado está

clasificado dentro de la categoría de los biosensoresamperométricos,dada la

naturalezabioquímica del modificador empleado(la enzimatirosinasa).Ademásy,

como se puso de manifiestoen la introducción,el medio de trabajoestáconstituido

por un sistema micelar inverso donde se puedenconseguir importantes ventajas

analíticasen el diseñode dichossensores.
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Parte Experimental

11.1.- DESARROLLO DE UN ELECTRODO DE PASTA DE CARBONO

MODIFICADO CON GEL DE SíLICE. DETERMINACION

VOLTAMPEROMETRICA DE PENTACLOROFENOL

11.1.1.- INSTRUMENTACION

11.1.1.1.-Aparatos

Todaslas medidasse hanrealizadoutilizando un potenciostatoEG&G PARC

273 equipadoconsoftwaredeAnálisis ElectroquímicoMod. 270. La agitacióndurante

la etapade preconcentraciónseha realizadocon un agitadormagnéticoP-Selecta.

Paralas medidasde pH seha empleadoun pH-metrode precisiónMetrohmE

510 y en la preparaciónde los electrodosse ha utilizado, además,un baño de

ultrasonidosP-SelectaUltrasons.

11.1.1.2.-Electrodos y células de trabajo

Como electrodoindicador se ha utilizado un electrodo de pastade carbono

modificado con gel de sílice empleandocomo soporte un electrodohueco Metrohm

6.0807.000(3.0 mm de diámetrode zonaactiva),y un contactoMetrohm 6.1241.020.

La preparaciónde esteelectrodose detallaen el apartado11.1.3.1.

En todos los casos, el electrodo de referencia ha sido un electrodo de

calomelanossaturadoEG&G PARC Mod. K0077 y el electrodoauxiliar unapuntade

platino.
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Las medidasde pH se han realizadocon un electrodocombinadoMetrohm

AG-9100.

La célula de trabajo hasido unacélula electroquímicade doble paredMetrohm

EA876-20.

11.1.2.-REACTIVOS

Para la preparaciónde los electrodosmodificados de pastade carbonose ha

utilizado grafito en polvo (Ultra F purity, Dicoex), aceite de parafina (Fluka) y

cloroformo (Panreac).Comoagentemodificadorseha empleadogel de sílice (Sigma)

con un tamañomedio de partículade 30 um.

Los compuestosfenólicosutilizados en este estudio han sido: pentaclorofenol,

(Aldrich), o-clorofenol (Fluka), 2,4,6-triclorofenol (Aldrich) y 2,3,5,6-tetraclorofenol

(Aldrich).

Otrosreactivosempleadosen la preparaciónde las disolucionesreguladorasde

pH fueron: ácido bórico, ácido acético, ácido fosfórico, ácido monocloroacéticoy

NaOH (Carlo Erba).

Todos los productosutilizados han sido de calidadpara análisis.

La muestra analizada ha sido el fungicida comercial Cryptogil-Na cuya

composición.es la siguiente: pentaclorofenato,78%; tetraclorofenato,6.5%; otros

clorofenatos,6%; agua,9%.

Siempre se ha trabajadocon agua ultrapura obtenida medianteun sistema

Millipore Milli-Q.
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11.1.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

11.1.3.1.-Preparación del electrodo modificado

11.1.3.1.1.-Preparación de la pastade carbono modificadacon

gel de sílice

La pastade carbonomodificadase preparapesandoexactamentela cantidadde

grafito y gel de sílice necesariaspara obtener la proporción modificador/grafito

deseada(expresadacomoporcentajede modificador).Se añaden0.6 mL de aceitede

parafinay 5 mL de cloroformo por cadagramo de mezcla(grafito + gel de sílice). A

continuaciónse agita la mezclaen un baño de ultrasonidosdurante3 minutospara

asegurarsuhomogeneidad.Seguidamenteseevaporael cloroformohaciendopasaruna

corrientede argonhastasequedadaparentede la pasta.Por último, dichapastasedeja

secaral aire, duranteuna nochea temperaturaambiente.

11.1.3.1.2.-Preparacióndel electrodo indicador para la medida

Con la pastapreparadacomose describeen el apartadoanterior,se rellenala

cavidaddelelectrodode trabajo,procurandoqueel empaquetadosealo máscompacto

posibley sepule la superficiedurante1 minutosobreunahoja depapelde ordenador.

Despuésde cadaexperimentose renuevala superficieretirandola pastadel extremo

del electrodo(aproximadamente1 mm deprofundidad)y sustituyéndolapor unapasta

nueva.
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11.1.3.2.-Preparación de disoluciones

- Disolución patrón de pentaclorofenol iO,i0~ mol L’: se preparadisolviendo

0.1345 g del productoen 2 mL de unadisolución de NaOH de concentración

1 mol Li y diluyendo hasta1 litro con aguadesionizada.

- Disolucionespatrón de otros clorofenoles:sepreparandisolviendola cantidad

adecuadade cadaproducto,individualmente,en 2 mL de unadisolución 1 mol L1 de

NaOH y diluyendohasta1 litro con aguadesionizada,de forma quela concentración

final de fenol sea5.o~i0~ mol Li.

- Disolucióndeácidomonocloroacético0.2 mol L9: disolver 19.7g delcompuesto

en 1 litro de aguadesionizada.

- Disolución reguladora ácido monocloroacético/NaOHde pH 29: se prepara

añadiendopequeñascantidadesde unadisoluciónde NaOH2 M a unaalícuotade la

disoluciónanterior.

- Disolución Britton-Robinson0.2 ¿no! E’: disolver 12.4 g de ácido bórico, 11.5

mL de ácido acéticoy 13.6 mL de ácido fosfórico en 1 litro de aguadestilada.

- Disoluciones reguladoras Britton-Robinson/NaOH:se preparanañadiendo

pequeñascantidadesde una disolución de NaOH 2 M a diferentesalícuotas de la

disolución anteriorhastaobtenerel pH deseado.

- Disolución de trabajo: en un matrazaforadode 50 mL se añadeel volumen

necesariode la disolución patrón de peníaclorofenolpara obtenerla concentración

final adecuadaen cada experimento.A continuación se añaden 12.5 mL de la

disoluciónde ácido monocloroacético0.2 mol L~’ llevada previamentea pH 2.9 con

NaOH(la concentraciónfinal de ácido monocloroacéticoes 0.05 mol [2> y se enrasa

con aguadesionizada.
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Parael estudiode pH se añaden,en lugar de ácido monocloroacético,12.5 mL

de disolución Britton-Robinsonajustadapreviamenteal pH adecuadocon NaOH.

En el estudio de interferenciasse añade,además,la cantidadnecesariade la

disolución patrón del fenol correspondiente para obtener la proporción

interferente:PCPdeseadaen cadacaso.

11.1.3.3.-Obtenciónde los voltamperogramas

El electrodode pastade carbonomodificado,preparadocomosedescribeen el

apartado11.1.3.1 se sumergeen la célula de medida que contienela disolución de

trabajode pentaclorofenoly semantiene,a circuito abierto y con agitaciónconstante,

duranteel tiempo de preconcentraciónpredeterminadoen cadacaso.Transcurridoel

períodode acumulaciónse detienela agitacióny se procedea la medida.

Las técnicaselectroanalíticasutilizadashansido vohamperometríacíclica (CV),

voltamperometríade barrido lineal (LSV), voltamperometríadiferencial de impulsos

(DPV) y voltamperometríade onda cuadrada(SWV).

La regeneración electroquímica del electrodo no fue posible debido,

probablemente,al bien conocido procesode oxidación de los compuestosfenólicos

sobreelectrodossólidos, queda lugar a la formaciónde radicalesy queresultaen un

ensuciamientode la superficieelectródicacon una películapolimérica pasivante[90].

Por consiguiente,dicha superficieserenovódespuésde cadaexperimentocomo seha

indicado anteriormente.
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11.1.3.4.-Determinación de pentaclorofenol en muestras dc Cryptogil-Na

mediante voltamperometría diferencial de impulsos

Sepesaexactamenteunacantidaddemuestracuyo contenidoenpentaclorofenol

(PCP) sea el adecuado para obtener una disolución final de concentración

aproximadamentelxltY mol L’ ó h1O~~ mol L’. Se disuelve en 2 mL de una

disoluciónde NaOH 1 mol U’ y se diluye hasta1 litro con aguadesionizada.

El contenido de pentaclorofenolse determinó aplicando el método de las

adicionesestándarañadiendocantidadescrecientesde la disolución patrónde PCP a

diferentesalícuotasde la disoluciónde la muestra.

Cada alícuota (de 0.5 mL cuando se trabaja en el margen superior de

concentracióno de 1.0 mL cuandose trabajaen el inferior) se transfierea un matraz

de 50 mL, se añadeel reguladorácidomonocloroacético/NaOHde pH 2.9y la adición

correspondientede PCP, en el casode las adicionesestándar,antesde completarel

volumen total con aguadestilada.La concentraciónteóricade PCP a determinares

aproximadamente1x10~ mol LI ó 2J0~7 mol L’ para el intervalo superiore inferior

respectivamente.

Las adicionesde pentaclorofenolpatrón oscilanentre í.Oxi0~6 y 5.0x106 mol U’

en el margensuperiory entre2.0~1O~ y 8.0~10~mol L’ en el inferior, midiéndoselas

corrientesde pico a partirde los voltamperogramasobtenidosdespuésde cadaadición

siguiendoel procedimientomencionadoen el apartado11.1.3.3.
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11.2.- DESARROLLO DE UN ELECTRODO DE PASTA DE CARBONO

MODIFICADO CON FTALOCIANINAS METALICAS COMO

MEDIADOR REDOX. DETERMINACION DE LOS ANTIOXIDANTES

FENOLICOS BHT Y BHA

11.2.1.- INSTRUMENTACION

11.21.1.-Aparatos

Todos los experimentosse han realizadoutilizando un potenciostatoEG&G

PARC 273 equipadocon softwarede Análisis ElectroquímicoMod. 270.

Paralas medidasde pH se ha empleadoun pH-metrode precisiónMetrohmE

510.

Otros aparatosutilizados en las distintas etapas de los procesosanalíticos

desarrolladoshansido los siguientes:bañode ultrasonidosP-SelectaUltrasons,agitador

mecánicoGriffin, centrifugadoraP-SelectaMeditronic y RotavaporHeidolph W 2000.

11.21.2.-Electrodos y células de trabajo

Como electrodo ind(cador se ha utilizado un electrodo de pastade carbono

modificado con ftalocianinas metálicas, empleando como soporte un electrodo

Metrohm 6.0807.000(3.0 mm de diámetro de zona activa), y un contacto Metrohm

6.1241.020.La preparacióndel electrodose detallaen el apanado11.2.3.1.

77



Parte Experimental

En todos los casos, el electrodo de referencia ha sido un electrodo de

calomelanossaturadoEG&G PARCMod. K0077 y el electrodoauxiliar unapuntade

platino.

Las medidasde pH se han realizadocon un electrodocombinadoMetrohm

AG-9100.

La célulade trabajohasido unacélula electroquímicade doble paredMetrohm

EA876-20.

¡1.2.2.- REACTIVOS

Parala preparaciónde los electrodosde pastade carbonose ha utilizadografito

en polvo (Ultra F purity, Dicoex) y aceitede parafina(Fluka). La modificaciónse ha

realizadocon diferentesftalocianinasmetálicas: ftalocianina de níquel (Fluka), de

cobalto(Fluka) y de hierro (Kodak), queseusaron,tal comose recibieron,sin ninguna

purificación posterior.

Losantioxidantesutilizadoshansido: tert-butilhidroxitolueno,BHT (Sigma),tert-

butilhidroxianisol,BHA (Sigma), tert-butilhidroquinona,TBHQ (Sigma),propil galato,

PG (Riedel de Haen), ácido ascórbico(Carlo Erba), ácido cítrico (Merck) y bisulfito

sódico(Aldrich).

Disolventesorgánicos:cloroformo (Panreac)y metanol(Carlo Erba).

Otros reactivos empleadospara la preparaciónde las disolucionesreguladoras

de pH son: ácido bórico,ácidoacético,ácidofosfórico, NaOH (Carlo Erba),NaH2PO4

(Aldrich) y ácido perclórico,65% (Carlo Erba).

Todos los productosutilizadoshan sido de calidadpara análisis.
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Las muestrasanalizadashan sido dietil éter (Carlo Erba) estabilizadocon

aproximadamente10 mg Li de BHT y coposde puréde patata(Maggi) quecontienen

bisulfito sódico(E-223) y ácido ascórbico(E-300) como antioxidantes.

Siempre se ha trabajado con agua ultrapuraobtenida medianteun sistema

Millipore Milli-Q.

11.2.1-PROCEDIMIENTOSEXPERIMENTALES

11.2.3.1.-Preparacióndel electrodomodificado

11.2.3.1.1.-Preparaciónde la pastade carbono modificadacon

ftalocianinasmetálicas

La pastade carbonomodificadase preparapesandoexactamentela cantidadde

grafito y ftalocianina necesariaspara obtener la proporción modificador/grafito

deseada(expresadacomoporcentajede modificador).Se añaden0.4 mL de aceitede

parafinay 5 mL de cloroformo por cadagramode mezcla(grafito + ftalocianina).Se

agita la mezcla en un baño de ultrasonidosdurante 3 minutos para asegurarsu

homogeneidad.A continuaciónse evaporael cloroformohaciendopasarunacorriente

de argonhastasequedadaparente.Por último, sedejasecarla pastaresultanteal aire,

duranteuna nochea temperaturaambiente.

11.2.3.1.2.-Preparacióndel electrodoindicador para la medida

Con la pastapreparadacomose describeen el apartadoanterior,se rellenala

cavidaddel electrododetrabajo,procurandoqueel empaquetadosealo máscompacto
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posibley sepule la superficiedurante1 minuto sobreunahojade papeldeordenador.

Despuésde cadaexperimentoserenuevala superficieretirandola pastadel extremo

del electrodo(aproximadamente1 mm de profundidad)y sustituyéndolapor pasta

nueva.

1L2.3.Z- Preparación de disoluciones

Disolucionespatrónde BHT, BHA, TBHQy PO: sepreparandisolviendo0.05

g de cadaantioxidanteen 50 mL de metanol,de forma quela concentraciónfinal es

de 1000 mg U’.

- Disolucionespatrón de ácido ascórbico, ácido cítrico y bisulfito sódico: se

preparandisolviendo0.05 g de cadacompuestoen 50 mL de agua,para obteneruna

concentraciónfinal de 1000 mg 12.

- Disolución de NaH2PO40.2 mol 121: disolver 23.99 g de la sal en 1 litro de

aguadesionizada.

- Disolución reguladora NaH2PO4/H3P04de pH 2.0: se preparaañadiendo

pequeñascantidadesde una disoluciónde H3P042 M a unaalícuotade la disolución

anterior.

Disolución Britton-Robinson0.2 mol 12’: disolver 12.4 g de ácido bórico, 11.5

mL de ácido acéticoy 13.6 mL de ácido fosfórico en 1 litro de aguadestilada.

- Disolucionesreguladoras Britton-Robinson/NaOH:se preparan añadiendo

pequeñascantidadesde una disolución de NaOH 2 M a diferentesalícuotasde la

disoluciónanterior hastaobtenerel pH deseado.
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- Disolución de HCIO4 0.2 mol E’: se preparadiluyendo 19.5 mL del reactivo

con aguadestiladahastacompletarun volumenfinal de 1 litro.

- Disolución de trabajo de BHT: en un matrazaforadode 50 mL se añadeel

volumennecesariode la disoluciónpatrónde antioxidanteen metanolparaconseguir

la concentraciónfinal deseadaen cadaexperimento,añadiéndosea continuaciónel

volumen de metanolrequeridohastaalcanzarel porcentajenecesario.Seguidamente

seañaden12.5mL de la disoluciónreguladoraNaH2PO4/H3P04(laconcentraciónfinal

de reguladores0.05 mol Ji) y se enrasacon aguadesionizada.

Parael estudiode pH se sustituyeel reguladorNaH2PO4/H3P04por 12.5 mL

de disolución Britton-Robinsonajustadapreviamenteal pH deseadocon NaOH.

En el estudio de interferenciasse añade,además,la cantidad adecuadade la

disolución patrón del antioxidante correspondientepara obtener la proporción

interferente:BHTdeseadaen cadacaso.

- Disolución de trabajo de BHA: en un matrazaforado de 50 mL se añadeel

volumennecesariode la disoluciónpatrónde antioxidanteen metanolparaconseguir

la concentraciónfinal deseadaen cadaexperimentoy seañadeel volumen demetanol

requeridohastaalcanzarel porcentajefinal necesario.A continuaciónseañaden25 mL

de disoluciónde HCIO4 0.2 mol 1<’ de forma quesu concentraciónfinal es 0.1 mol L’

y se enrasacon aguadesionizada.

Parael estudiode pH sesustituyeel HCIO4 por 12.5 mL de disoluciónBritton-

Robinsonajustadapreviamenteal pH deseadocon NaOH.

En el estudio de interferenciasse añade,además,la cantidad adecuadade la

disolución patrón del antioxidante correspondientepara obtener la proporción

interferente:BI{A deseada.
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11.2.3.3.-Obtención de los voltamperogramas

El electrodode pastade carbonomodificado, preparadocomosedescribeen el

apanado11.2.3.1 se sumergeen la célula de medida que contienela disolución de

trabajo del antioxidante correspondiente y se procede a la realización del

voltamperograma.

Las técnicaselectroanalíticasutilizadashansido voltamperometriacíclica (CV),

voltamperometríade barridolineal (LSV) y voltamperometríadiferencialde impulsos

(DPV).

11.2.3.4.-Determinación de BHT en muestras de dietil éter estabilizado

Se toma una alícuota de 20 mL de la muestra; se transfiere a un matraz de

fondo redondode lOO mL y se evaporaa sequedaden el rotavapora temperatura

inferior a 40 0C. El residuo se disuelve en 17.5 mt de metanol y se transfiere

cuantitativamentea un matraz aforadode 50 mt. Se añaden12.5 mL de la disolución

reguladoraNaH
2PO4/H3P040.2 mol Ii de pH 2.0 y se enrasacon aguadesionizada.

Se transfiereestadisolucióna la célula electroquímicay sedeterminala concentración

de BHT aplicandoel método de las adicionesestándar,lo queimplica la adición de

cantidadescrecientesde BHT comprendidasentre200 y 800 pg.

¡[2.3.5.- Determinaciónde BIIA en muestrasenriquecidasde puré de

patata comercial

El procedimientode extracción utilizado es similar al descritopor King y col.

[400]. Se pulveriza finamente la muestraen un mortero. Se pesa con exactitud

aproximadamente1 g de la mismaen un tubo de centrífugade40 mL y seañaden100

~L de una disoluciónpatrón de 250 mg L-’ de BHA en metanol.Se procedea extraer
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con tresporcionesde 5 mL de metanol:aguaal 50%. El tubo seagita mecánicamente

durante3 minutos cada vez, y se centrifuga durante 5 minutos a 3000 r.p.m.. Se

combinan todos los extractosen un matraz de fondo redondo de 100 mL y se

concentraen el rotavaporhastaun volumen final de aproximadamente2 mt. Se

añadenentoncesal matraz25 mL de la disoluciónde ácido perclórico0.2 mol L~’, se

agita en ultrasonidosunos 2 minutosy se transfiere cuantitativamentea un matraz

aforadode 50 rnL, completandoel volumen con aguadesionizada.Estadisoluciónse

transfierea la célula de medida y se determinael BElA aplicandoel método de las

adiciones estándar, añadiendocantidadesde BElA patrón comprendidasentre25 y

100 Mg.

11.3.- DESARROLLO DE UN ELECTRODO MODIFICADO CON UNA

PELíCULA POLIMERICA DE TETRAAMINOFTALOCIANINA DE

NíQUEL <II). DETERMINACION ELECTROCATALITICA EN

DISCONTINUO Y MEDIANTE INYECCION EN FLUJO DEL

ANTIOXIDANTE BHA

11.3.1.- INSTRUMENTACION

11.3.1.1.-Aparatos

Las medidasen discontinuose hanrealizadoutilizandoun potenciostatoEG&G

PARC.273 equipadocon softwarede Análisis ElectroquímicoMod. 270.

Por otro lado, los trabajosrealizadosen flujo se hanllevado a caboutilizando

un sistemade inyección en flujo constituido por una bomba peristáltica Gilson

Minipuls-2 y una válvula Omnifit Modelo 1106 con volumen de inyección variable.

Comodetectorse ha empleadoun detectorelectroquímicoEG&G PARC Mod. 400
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acopladoa un registradorLinseis 6512 y equipadocon una célula de flujo del tipo

“wall-jet” MetrohmEA-1096.

Además,parala caracterizacióndel monómero4,9,16,23-tetraaminoftalocianina

de níquel (11) se ha utilizado un espectrofotómetrode diodos integradosen serie

Hewlett-Packard8452A y un espectrofotómetrode infrarrojo Perkin-Elmer781.

Otrosaparatosutilizadoshansidolos siguientes:bañode ultrasonidosP-Selecta

Ultrasons,agitadormecánicoGriffin y centrifugadoraP-SelectaMeditronic.

11.3.1.2.-Electrodosy célulasdc trabajo

Como electrodo indicador se ha utilizado un electrodo modificado con una

película de poli(4,9,16,23-tetraaminoftalocianinade níquel (II)) depositadasobre un

electrodode carbonovitrificado (MetrohmModelo6.0804.010,diámetrode zonaactiva

3.0 mm). La preparacióndel electrodomodificado se detallaen el apartado11.3.3.2.

Paralas medidasen discontinuose hautilizado comoelectrodode referenciaun

electrodode calomelanossaturadoEG&G PARC Mod. K0077 y como electrodo

auxiliar unapuntade platino. Paralas medidasenflujo seha utilizadocomo referencia

un electrodode Ag/AgCI/KCI (sat) Metrohm Modelo 6.0727.000y como electrodo

auxiliar un electrodode oro Metrohm Modelo 6.0333.010.

Para los estudios en discontinuo la célula de trabajo ha sido una célula

electroquímicade doble pared Metrohm EA876-20, mientrasque, como ya se ha

comentado,paralos trabajosen flujo seha utilizado unacélula electroquímicade tipo

“wall-jet” Metrohm EA-1096.
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11.3.2.-REACTIVOS

Los reactivosempleadosen la síntesisdel monómero4,9,16,23-tetraaminoftalo-

cianinade níquel(II), Ni-TAPc, han sido los siguientes:ácido 4-nitroftálico (Aldrich),

molibdato amónico (Carlo Erba), cloruro amónico (Panreac), sulfato de níquel

hexahidratado(Aldrich), urea (Merck), sulfuro sádico nonahidratado(Probus),

pentóxido de fósforo (Panreac)y nitrobenceno(Panreac).

En el lavado y purificación del productose han utilzado etanol (Carlo Erba),

ácido clorhidrico, 35% (Panreac),cloruro sódico (Panreac)e hidróxido sódico(Carlo

Erba).

Parala caracterizacióndelcompuestosehautilizado, además,KBr (CarloErba)

y ácido sulfúrico, 96% (Panreac).

Los antioxidantesempleadosenel estudiohansido:terr-butilhidroxitolueno,BI-IT

(Sigma), tert-butilhidroxianisol,BHA (Sigma), tert-butilhidroquinona,TBHQ (Sigma),

propil galato, PG (Riedel de Haénjj, ácido ascórbico (Carlo Erba), ácido cítrico

(Merck) y bisulfito sódico (Aldrich).

Disolventesorgánicos: metanol(Panreac)y dimetilsulfóxido, DMSO (Aldrich).

Otros reactivosempleadosson: ácido perclórico,65% (Carlo Erba), perclorato

de tetraetilamonio(Fluka) y alúmina(Metrohm 6.2802.00).

Todoslos reactivosutilizados hansido de calidadpara análisis.

Lasmuestraanalizadahansido galletas(Chiquilín, Artiach) quecontienenBHA

(E.320) como único antioxidantey bicarbonatosódicoy amónicocomo gasificantes.

Estasgalletasse adquirieronen un supermercadolocal.
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Siempre se ha trabajado con agua ultrapura obtenidamedianteun sistema

Millipore Milli-Q.

11.3.3.-PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

11.3.3.1.-Síntesisdel monómero, Ni-TAPc

La síntesisde la 4,9,16,23-tetraaminoftalocianinade níquel (11) dihidratadaseha

realizadosegún el procedimientodescritopor Achar y col. [401].

Dicho procedimiento consta de dos etapas: la primera es la obtención de

4,9,16,23-tetranitroftalocianinade níquel(II) y la segundaesla reducciónde los grupos

nitro de estecompuestocon sulfuro sódicopara obtenerNi-TAPc.

a) Síntesisde 4,9,16,23-tetranitroftalocianinade níquel (JI)

Se pesan31.5 g de ácido 4-nitroftálico, 10.2 g de sulfato de níquel hexa-

hidratado,3.8 g de cloruro amónico,0.4 g de molibdatoamónicoy un excesode urea

(entre43 y 51 g). Todo ello, previamentepulverizado,seintroduce en un matrazde

tres bocasde 500 ml. y se añaden,aproximadamente,20 mL de nitrobenceno.Se

mantienela temperaturade la mezclaa 185±5~Cdurante4-5 horas.

Una vez enfriada,se filtra la mezclaen placa porosay el producto resultante

se lava con etanolhastaeliminar totalmenteel nitrobenceno.Seañadenacontinuación

aproximadamente400 mL de HCI 1 M saturadocon NaCí y se hierve durante5

minutos, se deja enfriar a temperatura ambiente y a continuación se filtra.

Seguidamentese trata el sólido con aproximadamente400 mL de una disolución de

NaOH 1 M quecontiene170 g de NaCí y secalientaa 90 ~Chastaqueno seobserve

desprendimientode amoníaco.
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Despuésde filtrar en placa, se lava el sólido con HCI 1 M y se separapor

centrifugacióna 4000 r.p.m. durante20 minutos. A continuaciónse lava variasveces

de forma alternativacon HCI y NaOH 1 M. Por último, se lava el productoobtenido

con aguahastala desapariciónde los cloruros.Finalmente,se secael compuestoen

estufaa 125 ~C.

b) Reduccióna 4,9,16,23-tetraaminoftalocianinade níquel (11)

Se suspendenaproximadamente12 g de 4,9,16,23-tetranitroftalocianinade níquel

(II), finamentepulverizados,en 250 mL de aguay seañadenaproximadamente60 g

desulfuro sódicononahidratado,manteniéndosea 50 ~Cdurante5 horasconagitación

magnéticaconstante.El productoobtenidose separapor centrifugacióna 4000 r.p.m.

durante20 minutos. A continuaciónse trata con aproximadamente800 mL de HG 1

M y se separade nuevopor centrifugacióndurante20 minutos.

Seguidamente,se lava el sólido con 500 mL de NaOH 1 M, agitandodurante1

horay separandoposteriormenteel complejosólidopor centrifugación.A continuación

se tratarepetidamentecon agua,agitandoy centrifugandohastaquedarlibre de NaOH

y NaCí. El complejo así obtenido se secafinalmentea vacío sobreP205.

11.33.2.-Preparación del electrodo modificado polimérico

En primer lugar se pule la superficie del electrodo de disco de carbono

vitrificado con una suspensiónde alúmina (t~ 0.3 ~m) en aguaduranteun minuto.

Despuésse lavacon aguadesionizada,se introduceen un bañode ultrasonidosdurante

unossegundosparaeliminar todos los restosde alúmina, se lava de nuevocon agua

desionizaday se deja secaral aire. Una vez concluido este procesode limpieza se

sumergeel electrodoen unadisolución 2.0~10’ mol U’ deNi-TAPc endimetilsulfóxido

(DMSO) quecontiene,comoelectrólitosoporte,percloratode tetraetilarnonio(TEAP)
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0.05 mol 12’, y que ha sido previamentedesoxigenada,haciendopasaruna corriente

de argon,durante60 minutos.

La deposición de la película de poli(Ni-TAPc) se lleva a cabo mediante

electropolimerizaciónaplicandociclos sucesivosde potencialentre-0.2 y + 0.9 V a una

velocidad de barrido de 200 mV s’, hastaalcanzar el recubrimientodeseado.El

electrodomodificadopolimérico se lavaseguidamentecon aguadesionizaday sedeja

secaral aire.

11.3.3.3.-Preparación de disoluciones

- Disolucionespatrón deBHT, BHA, TBHQy PO: sepreparandisolviendo0.05

g de cadaantioxidanteen 50 mL de metanol,para conseguirunaconcentraciónfinal

de 1000 mg 12’.

- Disolucionespatrón de ácido ascórbico, ácido cítrico y bisulfito sódico: se

preparandisolviendo0.05 g de cadacompuestoen 50 mL de agua,para obteneruna

concentraciónfinal de 1000 mg U’.

- Disolución de 4,9,16,23-tetraaminoftalocianinade níquel (II): Se prepara

disolviendo 0.0666 g del compuesto (Ni-TAPc) y 0.05741 g de perclorato de

tetrabutilamonio(TEAP) en dimetilsulfóxido hastaun volumen total de 50 mL. Las

concentracionesfinalesobtenidasson de2.011W
3 mal L~’ Ni-TAPc y 0.05 malIi’ TEAP.

- Disolución de ¡-¡CíO
4 0.2 mvi U’: se preparadiluyendo 19.5 mL del reactivo

con aguadestiladabastacompletarun volumenfinal de 1 litro.

- Disolución de HG 1 M: seobtienepor dilución de 83.2 mL del reactivocon

aguadestiladahastaun volumen total de 1 litro.
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Disolución de NaOH 1 M: se preparódisolviendo41.2 g del compuestoen 1

litro de aguadestilada.

- Disolución de H2S0415 M: sepreparapor dilución de 83.4 mL del ácido con

aguadestiladahastaun volumen total de 1 litro.

- Disolución de 4,9,16,23.tetraaminoftalocianinade níquel (¡1) en H2S04: se

preparadisolviendo2 mg de Ni-TAPc en la disoluciónanterior.La concentraciónfinal

del compuestoes aproximadamentei.2d0~~ mol L’.

- Disoluciónde trabajo de BHA: en un matrazaforadode 50 mL se añadeel

volumen necesariode la disoluciónpatrón de antioxidanteen metanolpara conseguir

la concentraciónfinal deseadaencadaexperimentoy seañadeel volumende metanol

que se requiera hasta alcanzarel porcentajenecesario.A continuaciónse añaden

25 mL de disoluciónde HCIO4 0.2 mol L~’ de forma quesu concentraciónfinal es 0.1

mol Li y se completael volumen con aguadesionizada.

En el estudio de interferenciasse añade,además,la cantidad adecuadade la

disolución patrón del antioxidante correspondientepara obtener la proporción

interferente:BHAdeseada.

- Disoluciónportadora: sepreparópor dilución de 20.0 mL de metanoly 9.7 mL

de HCIO4 en aguadesionizadahastaun volumen total de 1 litro. La composiciónfinal

es del 2% (y/y) en metanoly 0.1 mol 12’ en HCIO4.

11.3.3.4.,Obtención de los voltamperogramas en discontinuo

El electrodomodificadocon la películade polímero,preparadocomosedescribe

en el apartado11.3.3.2, se sumergeen la célulade medidaquecontienela disolución

de trabajo de BHA en medio ácido perclórico 0.1 mol L~’ y 2% metanol(y/y), y se
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procedeal registrodel voltamperograma.Las técnicaselectroanalíticasutilizadashan

sido voltamperometríacíclica (CV) y voltamperometríade barrido lineal (LSV).

Después de cada experimento la superficie electródica fue renovadapor

eliminaciónde la películapoliméricamediantepulido conalúminadurante3 minutos,

regenerándosedicha película siguiendo el procedimientodescrito en el apartado

11.3.3.2.

11.3.3.5.-Medidas por inyección en flujo con detecciónamperométrica

El electrodo modificado con la película polimérica se ha empleadocomo

electrodo indicador en una célula de flujo de tipo ‘wall-jet” por donde circula la

disolución portadora.Se inyecta la disolución de trabajo de BHA, preparadaen ese

mismo medio, en la corrientede portadory se registranlas señalesamperométricas

al potencialaplicado al electrodoindicador, previamenteescogido.En estasmedidas

no se requirió ningún tipo de limpieza o pretratamientodel electrodomodificado

polimérico despuésde cadainyeccion.

11.3.3.6.-Determinación de BHA en muestras de galletas

La muestra analizada han sido galletas de la marca Chiquilín, Artiach, que

contienenuna cantidaddesconocidade BHA (E-320) como único antioxidante.Las

galletasfueron adquiridasen un supermercadolocal.

El método de extracción utilizado es el descrito por King y col. [400]. Se

pulverizafinamentela muestraenun mortero.Se pesacon exactitudaproximadamente

1 g de la mismaen un tubo de centrífugade 40 mL y seextraecon tresporcionesde

5 mL de metanol:aguaal 50% (y/y). El tubo se agita mecánicamentedurante3

minutoscadavez y secentrífugadurante5 minutosa 3000 r.p.m..Se combinantodos
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los extractos,se toma unaalícuota de 2 mL y se transfierea un matrazaforadode 50

mL. Se añadenentonces25 mL de la disolución de ácido perclórico0.2 mol L1 y se

enrasa con aguadesionizada.De estadisolución seinyectan200 pL en el sistemade

flujo. La determinaciónde BHA se ha llevado a cabo aplicandoel método de las

adicionesestándar,añadiendocantidadesde Hl-LA comprendidasentre25 y 100 pg, a

partir de la disolución patrón del antioxidanteen metanol, a distintas alícuotasde 2

mL del extracto.

Por lo que respectaa los estudiosde recuperación,se añadieron100 pL de la

disoluciónpatrónde 1000 mg 12’ de BHA en metanola la muestrade 1 g de galletas,

antesde realizarel procedimientode extraccióndescritoanteriormente.

111.4.- DESARROLLO DE UN BIOSENSOR AMPEROMETRICO

ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DEL ANTIOXIDANTE

BHA EN UN MEDIO DE MICELAS INVERSAS

11.4.1.- INSTRUMENTACION

11.4.1.1.-Aparatos

Todaslas medidasen discontinuose han realizadoutilizando un potenciostato

EG&G PARC mod. 362 ScaningPotentiostatconectadoa un registradorX-Y Linseis

LY 16100 A.

Los trabajosen flujo se hanllevado a caboutilizando un sistemade inyección

en flujo constituidopor una bombaperistálticaIsco Mod. Wiz y una válvula Omnifit

Modelo 1106 con volumen de inyección variable. Como detectorse ha empleadoun

potenciostatoMetrohm Modelo 656 acopladoa un registradorLinseis 6512.
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Otrosaparatosutilizadoshansido los siguientes:bañode ultrasonidosP-Selecta

Ultrasons,agitadormagnéticoP-Selectay termostatode circulaciónde aguaP-Selecta.

11.4.1.2.-Electrodos y células de trabajo

Como electrodoindicador, tanto en discontinuocomo en flujo, se ha utilizado

un electrodoenzimático preparadodiariamente como se describe en el apartado

11.4.3.1.,empleandocomo soporteun disco de grafito obtenidopor inserción de una

barrade grafito (U50-2, Ultracarbon Co.) de 3.0 mm de diámetroen un cuerpo de

teflón o de vidrio. El contactose establecea travésde hilo de cobre.

En todos los casos, el electrodo de referencia ha sido un electrodo de

Ag/AgCI/KCI (3 M) BAS RE-1 y el electrodoauxiliar un hilo de platino.

La célula de trabajoha sido una célula electroquímicaBAS modelo VC-2 para

las medidasen discontinuoy unacélulade vidrio degran volumen(50 mt), tipo “wall-

jet” [402],paralos trabajosrealizadosen flujo.

11.4.2.- REACTIVOS

Parala preparaciónde los electrodosse ha utilizado tirosinasaEC 1.14.18.1,de

actividad 4200 unidadespor mg de sólido (Sigma) y el polímeroEastmanAO-SSD

(EastmanChemicalProducts).

Losantioxidantesutilizadoshansido: tert-butilhidroxitolueno,BHT (Sigma),tert-

butilbidroxianisol,BHA (Sigma), tert-butilhidroquinona,TBHO (Sigma)y propil galato,

PG (Riedel de Haen).
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Otros reactivos: acetatode etilo (Aldrich), dioctilsulfosuccinato,AOT (Sigma),

NaH2PO4(Fluka) y NaOH (Carlo Erba).

Todos los productosutilizados hansido de calidadpara análisis.

Siempre se ha trabajado con agua ultrapura obtenida medianteun sistema

Millipore Milli-Q.

11.4.3.- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

11.4.3.1.-Preparación del electrodo enzimático

En primer lugar se pule el disco de grafito, durante5 segundos,sobre papelde

lija de SiC (150 de granulado)con el fin de obtenerunasuperficierugosaquepermita

unafuerte adherenciade la enzima.A continuaciónsedepositansobredicha superficie

2 alícuotasde 6.5 ML de la disolución de tirosinasaen tampónfosfato, dejandosecar

al aire trascadaaplicación(esteprocedimientopermiteun secadomásrápido quesi

se depositarauna sola alícuotade 13 pL). Por último, se sumergeel electrodoen

acetatode etilo y se mantienea 4 ~Cdurante12 horas (se ha observadoque este

períodode esperapermitealcanzarseñalesamperométricasmucho mayores).

Paraprepararun nuevoelectrodose retira la enzimade la superficielavándola

con agua.

11.4.3.2.-Activación del electrodoindicador

Tras mantenerel electrodo enzimático a 4 ~C durante toda una noche, es

necesarioactivarlo diariamente.Para ello, se sumergeen una disolución agitadade
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fenol, 0.4 mM, preparadaen el mediomicelar inversoconstituidopor acetatode etilo,

AOT y reguladorfosfato y se mantienea -0.20 V durante6 minutos.

11.4.3.3.-Preparación de disoluciones

- Disolución de NaH2PO4aosmol L’, pH= 7.4: sepreparadisolviendo3 g de

la sal en unos400 mL de aguadesionizaday sc ajustaa pH 7.4 añadiendopequeños

volúmenesde una disolución de NaOH 2 M. Por último se lleva hastaun volumen

total de 500 ml. con agua.

- Disolución de EastmanAQ-SSDen regulador fosfato: se preparadisolviendo

la cantidadadecuadadel compuestoen el reguladorNaH2PO4/NaOHde pH 7.4, de

forma que la concentraciónfinal seadel 1.4%.

Disoluciónpatrón de tirosinasa: se preparadisolviendo1 mg de la enzimaen

100 pL de la disoluciónde reguladorfosfato de pH 7.4 o en 100 pL de la disolución

de EastmanAQ-55D en reguladorfosfato.

- Disolución 0.1 ¡nol E
1 de AOT en acetatode etilo: se obtiene disolviendola

cantidad apropiadadel tensoactivoen 250 mL de acetatode etilo, ayudandoa la

disolución por inmersión de la mezclaen un bañode ultrasonidos.

- Disoluciones patrón de fenol, BHT, BHA, TBHQ y PC: se preparan

disolviendo la cantidad apropiadade cada compuestoen 5 mL de la disolución

anterior, de forma que seobtengauna concentraciónfinal de 0.1 mol u’.

- Emulsionesaceite/aguao micelas inversas: se preparandirectamenteen la

célula de medida añadiendo,en este orden y con agitación constante,5 mL de la

disolución de AOT acetatode etilo y la cantidadnecesariade la disoluciónreguladora
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de fosfato de pH 7.4 paraobtener,en cadacaso,el porcentajede aguadeseado(200

pL para un 4%).

En el estudiode pH sesustituyeel reguladorfosfato de pH 7.4 por la misma

cantidadde reguladordel pH requerido.

Disoluciónportadora: se preparadisolviendo44.5 g de AOT en unos 600 mL

de acetatode etilo, de tal forma quesu concentraciónfinal en 1 litro sea0.1 mol 12’.

Se añaden40 mL de disolución del reguladorNaH2PO4/NaOHde pH 7.4 y se agita

en baño de ultrasonidosparaquese forme la emulsión.Por último, se completahasta

un volumen total de 1 litro con acetatode etilo.

Disolución patrón de BHA en el portador: disolver la cantidadapropiadade

antioxidanteen la disolución anterior para que la concentraciónfinal de BHA sea

11.4.3.4.-Obtenciónde los amperogramasen discontinuo

Unavez activado,sesumergeel electrodoenzimáticoen la célulade medidaque

contiene la disoluciónde trabajo, a temperaturacontroladay con agitaciónconstante.

Se aplicael potencialdeseadoy se permite la estabilizaciónde la corriente.Se añade

con una micropipetael volumen apropiadode la disolución patrón del compuesto

fenólico a estudiar y se registra la corriente hasta que ésta alcance el estado

estacionario.Se continúanrealizandoadicionesde pequeñosvolúmenesconstantescon

la micropipetahastaque se obtienentodas las señalesdeseadas.

Entre unaexperienciay otra se extraeel electrodode la célula de trabajo y se

sumergeen acetatode etilo.
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11.4.3.5.-Medidas por inyección en flujo con detección amperométrica

El biosensorde tirosinasaseempleacomoelectrodoindicadoren unacélula de

flujo de gran volumen de tipo ‘wall-jet’, que se encuentrallena de disolución

portadora.Dicho electrodose mantienea unadistanciafija, cercanaa la entradadel

portador y los electrodos de referencia y auxiliar se encuentran sumergidos

directamenteen el portadorque inundala célula. A travésde la válvula se inyectala

disolución de trabajo de BHA, preparadaen ese mismo medio, en la corriente de

portadory se registranlas señalesamperométricasobtenidasal potencialaplicadoal

electrodo,previamenteescogido.
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Preconcentración

111.1.- DESARROLLO DE UN ELECTRODO DE PASTA DE CARBONO

MODIFICADO CON GEL DE SILICE. DETERMINACION

VOLTAMPEROMETRICA DE PENTACLOROFENOL

Comoseha indicadoanteriormente,unade lasprincipalesaplicacionesanalíticas

de los electrodosmodificados químicamentees la posibilidad de utilizar un material

modificador que permita la preconcentraciónselectivade un analito (o un tipo de

analito) sobredicho electrodo.En estesentidolas sepiolitas[48-54]y la gel de sílice

[56-58]handemostradoampliamentesuaplicabilidadparaconseguirdicho objetivo.En

estecapitulose ha desarrolladoun electrodode pastade carbonomodificadocon gel

de sílice y se ha aplicado a la determinaciónde pentaclorofenol(PCP), compuesto

ampliamenteutilizado como fungicida en el tratamientode la madera,y que puede

aparecertambién en la orina humana como resultadodel contacto con fuentes

contaminadastalescomoproductosde maderao suministrosde agua.Obviamente,se

necesitanmétodosanalíticossuficientementesensiblesparaevaluarel contenidodeeste

herbicidaen muestrasdenaturalezaambiental,por lo quepareceapropiadodesarrollar

un nuevométodoquepermitamejorarla sensibilidadcon respectoa los ya existentes

empleandoelectrodosconvencionales.

Trasla preconcentraciónpor adsorcióndel fungicidasobreel electrodoa circuito

abierto, seguirá la determinaciónvoltamperométricadel PCP adsorbido aplicando

rampasde potencialque permitan obteneruna elevadasensibilidad, tales como las

característicasde la voltamperometríadiferencial de impulsos (DPV) o de onda

cuadrada(SWV) y quepor tanto posibilitanllevar a cabodicha determinacióna bajos

niveles de concentracion.

111.1.1.- VERIFICACION DE LA ADSORCION DEL PCP SOBRE EL

ELECTRODO MODIFICADO

Con el fin de comprobarsi la adsorcióndel PCPsobreel electrodode pastade

carbonomodificadocon gel de silice esapropiadaparallevar acabola determinación
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voltamperométricadel analito, se registraronlos voltamperogramascíclicos de una

disolución S.0d0~mol L’ de PCPutilizando un porcentajede modificadoren la pasta

del 10% (Figura 3). El PCP, a este nivel de concentraciónpresentaun pico de

oxidaciónbiendefinido cuandosebarreel potencialdesde0.50hasta1.20V sin ningún

tiempodeacumulación(curvaa). Además,no apareceningúnpico dereduccióncuando

se realizael barrido inverso,lo quesugiereun comportamientoirreversibledelproceso

de oxidación del PCPsobre el electrodode pastade carbonosin modificar.

i,pA

9.0 -

6.0 -

3.0

0.0 -

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

EA

Figura 3

Voltamperograinas cíclicos de s.o~io-~ mal 12 de PCP sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con gel dc sílice. Proporción de modificador: 10%; ácido nianocloroacático 0.05 mol

- NaOH, pH =2.9. <a) sin acumulación, (b) y (c) con tiempos de acumulación dc 30 y 120
segundos,respectivamente,y (d) voltamperograma dcl fondo con un período dc acumulación, a
circuito abierto, dc 120 s; v=50 mV s’.

Cuandose aplicaronperíodosde acumulación,a circuito abierto, de 30 y 120

segundos,el pico anódicoaumentaconsiderablemente,comoresultadode la adsorción

del fungicida sobrela superficiedel electrodo(curvasb y c). En la figura estátambién

representadoel volíamperogramadel fondo con un tiempo de acumulaciónde 120

c

b
a
d
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segundos(curva d), donde como puede observarseno apareceninguna señal de

oxidación. Estos voltamperogramasdemuestranclaramente que el proceso de

adsorción del fungicida puede ser utilizado, con fines analíticos, como etapade

preconcentraciónefectivaantesde realizarlas medidascuantitativas.

Mediantevoltamperometríade barrido lineal se ha estudiadoel efectode la

variación de la velocidadde barridode potencial (ti) sobre la corrientede pico en el

intervalo de 5 a 500 mV s~’, despuésde aplicar un períodode acumulacióna circuito

abiertode 120 segundos.La concentraciónde PCPfue de i.0d0~~ mol L’ y el medio

utilizado una disolución reguladora0.05 mol 121 de ácido monocloroacético,a la que

sele añadeNaOHhastaalcanzarun pH de 2.9. Los resultadosobtenidosse recogen

en la Tabla IX y se representanen la Figura4. Como puedeapreciarse,la represen-

tación de i~, frente a ti proporcionauna relaciónlineal (con un coeficientede corre-

lación de 0.9997),comoes deesperarcuandoexisteadsorciónsobreel electrodo[403].

¡~. pA
8.0

6.0 -

4.0

2.0 -‘

0.0- ¡
0 100 200 300

y, mV s~

Figura 4

Representación de 1, frente a la velocidad de barrido de potencial, u, mediante LSV, con un
electrodo de pasta de carbono modificado con gel de sílice. PCP i.01i0~

5 mal U’. Proporción de
modificador: 10%; Acido monocloroacático 0.05 mal ti - NaOH, pH=2.9; tiempo de
acumulación: 120 segundosa circuito abierto.

400 500

101



Resultados y Discusión

Tabla LX

Influenciadela velocidadde barridodepotencial,en LSV, sobrela intensidaddel pico
de oxidaciónde PCP i.OdO~ mol 121 conun electrodode pastade carbonomodificado
con gel de sílice. Proporciónde modificador: 10%; Acido monocloroacético0.05
mol 12’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación:120 segundosa circuito abierto.

y, mV s.~ i,, ¿¿A

10 0.53

50 1.31

100 2.10

150 2.87

200 3.83

300 5.40

400 6.91

500 8.50

111.1.2.-ESTUDIO SISTEMATICO DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES

MEDIANTE VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL DE IMPULSOS

Se ha realizadoun estudiosistemáticode las distintasvariablesexperimentales

que afectana la respuestavoltamperométricaempleandola técnica diferencial de

impulsos,con el objetivodeestablecerlascondicionesóptimasparael trabajoanalítico.
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111.1.2.1.-Efectodel pH

La influenciadel pH sobreel potencialy la intensidadde pico de oxidacióndel

PCPse ha examinadopara unaconcentraciónde pentaclorofenolde i.0xi0~ mol L1,

utilizando un electrodomodificado con un 10% de gel de sílice y un periodo de

acumulación de 120 segundosa circuito abierto, en un medio reguladorBritton-

Robinsoncon unaconcentración0.05 mol L1 cubriendoel intervalo de pH desde2.0

hasta11.0. Los resultadosaparecenrecogidosen la Tabla X y se representanen la

Figura5. Comopuedeapreciarse,el potencialde pico es fuertementedependientedel

pH paravalorespor debajode 6.0, mientrasquedisminuyetan sólo muy ligeramente

por encimade dicho valor. El puntode intersecciónde los dos tramos lineálesde la

representaciónde E~ frente al pH tiene lugar a un valor de pH de 5.7, que debe

corresponderal valor de pK
8 de la forma reducidadel PCP. Estecomportamientoes

muy similar al observadopara la oxidación del PCP sobre un electrodode carbono

vitrificado [300].

Porotro lado, la variaciónde la intensidadde pico con el pH muestraquedicha

corrienteesconsiderablementemayoren medioácidoqueen mediosbásicoso neutros,

siendoprácticamenteconstanteentrepH 2.0 y 4.0 y disminuyendofuertementehasta

pH 8.0 (Figura 5). Teniendoen cuentaque a pH 2.0 el pico de oxidación del PCP

aparecemuy cercade la barrerade oxidacióndel medio,conla consiguientedificultad

en la medidade los parámetrosanalíticos,seha escogidopH 3 comomediode trabajo

paralasexperienciassubsiguientes.Conobjetodeconseguirla mejor respuestaanalítica

posible se ensayarondiversasdisoluciones reguladoraspróximas a pH 3 (Britton-

Robinson,ácidocítrico - hidróxidosódicoy ácidomonocloroacético- hidróxidosódico)

como electrólitossoporte.Los mejoresresultados,en términosdeunamenorcorriente

de fondo en la zonadondese desarrollael pico de oxidacióndel PCP,seobtuvieron

con un reguladorácido monocloroacético0.05 mol L
1 - hidróxido sódicode pH 2.9, y

por consiguientese escogióeste reguladorcomo medio de trabajo para los estudios

posteriores.Paraestevalor del pH el potencialde pico del PCP esde 0.79 V.
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Tabla X

Influencia del pH sobre la intensidad de pico, ii,, y el potencial de pico, E~, de
Pentaclorofenol,en DPV, sobreun electrodode pastade carbonomodificadocon gel
de sílice. Proporciónde modificador: 10%; Pentaclorofenol1.0d0~ mol U’; Britton-
Robinson0.05 mol L1; tiempo de acumulación:120 segundosa circuito abierto;v= 10
mV s’; AE=50 mV.

pH i~,pA E~, V

2.0 1.73 0.837

3.0 1.78 0.791

4.0 1.71 0.734

5.0 1.13 0.682

6.0 0.72 0.649

7.0 0.50 0.642

8.0 0.33 0.638

9.0 0.33 0.636

10.0 0.27 0.632

11.0 0.27 0.630
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2.0
0.90

i~ uA V
1.5

0.80

1.0 - 0.70

0.5 - 0.60

0.0- 0.50

0.0 2.0 4.0 12.0

Figura 5

Influencia dcl pH sobre la intensidad de pico, 1,, y el potencial de pico, E.?, de PC? mediante
DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con gel de sílice. Proporción de
modificador: 10%; Pentaclorofenol i.0.iO~’ mol U’; Britton-Robinson 0.05 aol U’; tiempo de
acumulación: 120 segundosa circuito abierto; v=10 mV s’; AE=50 mV. (o) L~, (M) E.,>.

111.1.2.2.- Influenciade la proporciónde modificador

Para realizar este estudio se emplearonelectrodos de pasta de carbono

modificadoscon distintasproporcionesde gel de sílice comprendidasentre el 5 y el

20% en peso, procediéndosea estudiar su influencia sobre la intensidad, ii,, y la

anchurade pico a la semialtura(W,12) de unadisoluciónde PCP l.0x1O~ mol L’, tras

aplicar un períodode acumuiación,a circuito abierto,dc 120 segundos.Los resultados

obtenidosse recogenen la TablaXl y se muestranrepresentadosen las Figuras6 y 7.

Comopuedeapreciarse,tanto i, comola relacióni,/W112 aumentanal aumentar

la proporción de gel de sílice en el electrodo,alcanzándoseun máximo cuandodicha

proporciónesdel 10%. Por consiguiente,sehaescogidoestecontenidoenmodificador

para estudiossubsiguientes.

oo

o

o

o

o o o o

6.0 8.0 10.0

pH
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2.0

i~. ¿¿A

1.5

1.0 -

0.5 —~ ¡

10 15

2 Gel de STlice

Figura6

Influencia de la proporción de gel de sílice sobre la intensidad de pico, L,, de PC? i.o~io~ sol
U’ en DPV; ácido monocloroacético0.05 mol LA - NaOH, pH 2.9; tiempo de preconcentración:
120 segundosa circuito abierto; v= 10 mV &‘; AE=50 mv.

10

2 Gel de STIice

Figura 7

Influencia de la proporción de gel de sílice sobre la relación ¡,/W,,2 de PC? 1.0x10’ sol U’ en
DPV; ácido monocloroacético0.05 sol U’ - NaOH, PH 2.9; tiempo de preconcentración: 120
segundosa circuito abierto; v=10 mV a’; AE=50 mV.
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TablaXI

Influencia de la proporción de modificador sobre la señal de oxidación de
Pentaclorofenolmediante DPV. PCP 1.0,1V mol Lt ácido monocloroacético0.05
mol U’ - NaOH, pH 2.9; tiempo de preconcentración:120 segundosa circuito abierto;
v=10 mV s4; AE=S0 mV.

Gel de Sílice i~,yA WI/
2, V i~/W,¡2, gA Y

4

0.0 1.02 0.149 6.85

5.0 1.43 0.125 11.44

7.5 1.68 0.130 12.92

10.0 1.78 0.125 14.24

12.5 1.57 0.133 11.80

15.0 1.41 0.135 10.44

17.5 1.33 0.161 8.30

111.1.2.3.-Efectodel tiempo de acumulación

La dependenciade la corrientedepico conel períododeacumulaciónacircuito

abiertose ha estudiadoa dos nivelesde concentraciónde PCE, dadoque parapoder

determinar concentracionesmás bajas es necesario aumentar el tiempo de

preconcentración,mientrasqueparaconcentracionesmáselevadasse alcanzaantesla

saturacióndel electrodo. Para una concentraciónde PCP de i.0~iW’ mol Lt la

corriente de pico aumentacon el tiempo de acumulaciónhasta los 120 segundos,

manteniéndoseprácticamenteconstantepara tiemposmás largos(TablaXII y Figura

8), lo que indica la saturacióndel electrodo.

107



Resultadosy Discusión

Tabla XII

Influencia del tiempo de acumulaciónsobre la intensidaddel pico de oxidación de
pentaclorofenol,enDPV, sobre un electrodode pastade carbonomodificadocon gel
desílice.Proporcióndemodificador:10%; PCPi.0’10’ mol U’; ácidomonocloroacético
0.05 mol L’ - NaOH, pH=2.9; v=10 mV s’; AE=50 mV.

Los resultadosobtenidosparaun nivel deconcentraciónde 1.0x10~~ mol L’ están

recogidosen la Tabla XIII y semuestranen la Figura9. Se observalinealidad hasta

los 240segundosy la corrientede pico sehaceprácticamenteconstantedespuésde300

segundos.

Por consiguiente,losperíodosdeacumulaciónquesehanescogidoparaestudios

posterioreshan sido de 120 y 300 segundos,para el nivel superior e inferior de

concentraciónensayado,respectivamente.

t, segundos i~, pA

0 0.32

30 0.76

60 1.09

90 1.42

120 1.69

150 125

180 1.78
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2.0

i~,pA 4

4.5

1.0 -

0.5 -

0.0
o 60 120 180

tiempo de acumulación, s

Figura8

Influencia del tiempo de acumulación sobre la 1, de pentaclorofenol i.o~io-’ aol U’, en DPV,
sobre un electrodo de pasta dc carbono modificado con gel dc sílice.Proporción de modificador:
10%; ácido monocloroacético0.05 mol U’ - NaQil, pH=2.9; v=1O mV &‘; AE=50 mv.

400

nA

300 -

200 -

100 -~

o
o 120 240 360

tiempo de acumulación, s

Figura9

Influencia del tiempo de acumulación sobre la i,, de pentaclorofenol 1.0.1<0 aol U’, en DPV,
sobre un electrodo de pastade carbono modificado con gel de sílice.Proporción de modificador:
10%; ácido monocloroacéúco01)5 aol U’ - NaOH, pH=2.9; v=10 mV s’; AE=50 mv.
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TablaXIII

Influencia del tiempo de acumulaciónsobre la intensidaddel pico de oxidación de
pentaclorofenol,en DPV, sobreun electrodode pastade carbonomodificadocon gel
de sílice.Proporcióndemodificador:10%;PCP1.0>10~mol U’; ácidomonocloroacético
0.05 mol LI - NaOH, pH=2.9; v=10 mV s~’; AE=50 mV.

t, segundos i~, mA

0 68

60 119

120 188

180 248

240 301

300 326

360 323

111.1.2.4.- Influenciade la amplitud del impulso

La relaciónentrela intensidadde pico, i,, y la amplitud del impulso, AE, para

una disolución de PCP 1.0A0~ mol Li es lineal en el intervalo de 10 a 100 mV

(Figura 10) con un coeficientede correlaciónde 0.998.Asimismo,el potencialde pico,

E~, disminuyeligeramentea medidaqueaumentaAE (Tabla XIV). En estaTablase

muestrantambiénlos valoresde W,,2, observándosequela anchuradel pico es mayor

a medida que crece la amplitud del impuso. Dado que tanto la sensibilidadcomo la

anchuradel pico aumentanconAE, seha tomadocomoun compromisoentreestosdos

parámetrosde interésanalítico (buenasensibilidady buenaresolución)un valor de
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50 mV comoamplitud del impulso óptima.

Porotra parte,en la Figura 11 serepresentai, frente al cociente(a-1)/(a+1),

dondea esexp[(nF/RT) AE/2]. Como puedeapreciarse,dicha representaciónno es

lineal lo que indica la irreversibilidad del procesode oxidación del PCP sobre el

electrodomodificado con gel de sílice.

Tabla XIV

Influencia de la amplitud del impulso sobre,la intensidad,jr el potencial, E,,,, y la
anchurade pico a la semialtura, W112 de la señal de oxidación de Pentaclorofenol
1.0>d0’ mol L’ sobre un electrodode pastade carbonomodificado congel de sílice.
Proporción de modificador: 10%; ácido monocloroacético0.05 mol L’ - NaOH,
pH= 2.9; tiempo de acumulación:120 segundosa circuito abierto;y=10 mV s’.

AE, mV ~,, ~A E~,V W~/2, mV

10 0.23 0.812 134

20 0.49 0.809 145

30 0.77 0.805 143

40 1.03 0.800 141

50 1.28 0.796 144

60 1.55 0.791 153

70 1.78 0.786 149

80 2.05 0.781 145

90 2.30 0.777 146

100 2.57 0.774 162
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3.0

‘p~ piA 1

2.0 4

1.0 -

0.0

E,.V

• 0.90

• 0.80

- 0.70

tE. mV

Figura 10

Influencia de la amplitud del impulso sobre la intensidad, it, (o) y el potencial, Et,, (U) de la señal
de oxidación de Pentaclorofenol i.01i0

5 mol U’ sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con gel de sílice. Proporción de modificador: 10%; ácido monocloroacático0.05 mol
U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación: 120 segundosa circuito abierto; v= 10 mV s’.

3.0

1,. pA
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0.0
0.00 0.20 0.40

(a—
0.80 0.80

Figura 11

Variación de la intensidad de pico, it,, con la relación <a-1)/(o+ 1). Pentaclorofenol i.0
1i0

5 mol
L’ sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con gel de sílice. Proporción de
modificador: 10%; ácidomonocloroacético0.05mol U’ - NaOH, pH =2.9; tiempo de acumulación:
120 segundosa circuito abierto; v=1O mv st
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111.1.3.- CURVAS DE CALIBRADO Y CARAcTERíSTICAS ANALLTICAS

OBTENIDAS MEDIANTE VOLTAMPEROMETRIA DIFERENCIAL

DE IMPULSOS.

Empleandolascondicionesóptimasde trabajomencionadasanteriormentey que

puedenresumirseen:

- Proporciónde gel de sílice: 10%

- Electrólito soporte:ácido monocloroacético0.05 mal U’ - NaOH (pH 2.9)

- Tiempode preconcentración:120 ó 300 segmidos

- Amplituddel impulso: 50 mV

se han obtenido los calibradoslinealesque se muestranen las Figuras 12 y 13 en los

intervalos de concentración1.0~1tY6 - i.0xiO~ mol U’ (tiempo de acumulación 120

segundos;r=0.999)y 1.0
1í0

7 - l.Ox10~~ mol L’ (tiempode acumulación300 segundos;

r=0.997).Los valoresde las pendientesson (1.8±0.07)d0~~A L mol~’ y (3.2±O.3)xlOS

nA L moL’, siendo las ordenadasen el origen de -0.002±0.09MA y 5±19nA

respectivamente.Los intervalosde confianzasehancalculadoen todos los casospara

un nivel de significaciónde 0.05.

Se ha calculado la desviación estándarrelativa a partir de las medidas

correspondientesa 10 disolucionesdiferentesde PCP 2.0~10~ mol U’ utilizando 10

electrodosmodificadosdistintos. El valor de RSD obtenidode estaforma ha sido del

2.6%,que implica unabuenaprecisióndel método desarrollado.

Como criterio para establecerel límite de determinaciónse ha utilizado el

sugeridopor la IUPAC [404],lOs, dondes esla desviaciónestándar,en concentración,

obtenidapara el blanco. Puestoque los voltamperogramasregistradospara el blanco

no presentanninguna señal medible, el límite de determinaciónse ha calculado

tomandocomo estimadordel valor de s el obtenidopara una concentraciónpróxima

a la concentraciónmás bajamedidaen el calibrado,siendoen estecasode 2.0~107

mol U’ de PCP. De estaforma, el límite de determinaciónobtenidohasido de 6.0,10-a

mal U’, lo quecorrespondea 16 ~g U’ de PCP.
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2.00

I~. ¿¿A
1.60 -

1.20 -

0.80 -

0.40 -

0.00

CxlOt mol 17’

Figura 12

Variación de la i~, con la concentración de PCP, en DPV, con un electrodo de pasta de carbono
modificado con gel de sílice.Proporción demodificador: 10%. Intervalo de concentración: i.0.iO~
- i.o.i<0 mol U’; ácido monocloracético0.05 mol U’ - NaOH, pH =2.9; tiempo de acumulación:
120 segundosa circuito abierto; v= 10 mV s’; AE=50 mV.

nA

300 -

200 -

100 -

o
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

Cx icY, mol ¡71

Figura 13

Variación de la it, con la concentraciónde PCP, en DPV, con un electrodo de pasta de carbono
modificadocon gel de sílice.Proporción de modificador: 10%. Intervalo de concentración: 1~0110q
- 1.OulO’ mol U’; ácido monocloracático0.05mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación:
300 segundosa circuito abierto; v=10 mV &‘; AE=5O mV.

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
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Por lo que respectaal límite de detección, se ha calculado a partir de la

expresión3sb/m [405]dondem es la pendientedel calibradoinferior (en estecasodel

obtenidoentre i.0,í0~~ y 1.0JO~mol U’) y 5b es la desviaciónestándardel blancoen

intensidades.Al igual que para el límite de determinación,se ha tomado como

estimadorde s~ la desviaciónestándarde la señalde 10 disolucionesde PCP 2.0
11W’

mo] L-’. El límite de deteccióncalculadode estamaneraes de 1.8,10.8 mo] L~’, o, lo

que es lo mismo, de 5 ,ug L’ de PCP.

Debe hacersenotar que, como erade esperar,estosvaloresde los límites de

determinacióny de detecciónmuestranunaconsiderablemejorade las características

analíticas del método desarrolladocuando se comparacon las obtenidascon un

electrodoconvencionalcomo puedeser el de carbonovitrificado [300] con el queel

límite de detección,medianteDPV, es de 4.5~10~~ mol L’. Además,el método quese

ha puestoa puntocon el electrodomodificadocon gel de sílice es lo bastantesensible

como para permitir la determinaciónde PCP en la mayoría de las muestrasde

importanciaambiental.

111.1.4.-ESTUDIO DE INTERFERENCIAS

En este apartadose ha analizadoel efecto de la presenciade varios cloro-

fenolessobre los valoresde la intensidadde pico y del potencialde pico del PCP, a

un nivel de concentraciónde 5.0x10~ mol L’, mediantevoltamperometríadiferencial

de impulsos.

Los clorofenolesensayadoshansido: o-clorofenol,2,4,6-triclorofenoly 2,3,5,6-

tetraclorofenol.Todos ellos presentanpicos individualesde oxidaciónbien definidos,

para unaconcentraciónde 5.0,10.6 mol U’, en las mismascondicionesexperimentales

utilizadaspara la determinaciónde PCP (Figura 14). Los potencialesde pico y los

valoresde i~, para estoscompuestos,a estenivel de concentración,son los siguientes:
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PCP tetraclorofenol triclorofenol o-clorofenol

E~, V 0.79 0.85 0.78 0.83

ii,, yA 0.87 0.66 0.56 0.22

Como puede apreciarse,los potencialesde pico de los tres interferentes

ensayadosestánmuy próximosal del PCP, lo queda lugar a que aparezcaun único

pico deoxidación global cuandoseregistranlos voltamperogramassobreel electrodo

modificadode disolucionesquecontienenPCPy otro clorofenol.

4

0.9 E,,V

Figura 14

Voltamperogramas, en DPV, de 5.o,io~ mol U’ (a) PCP, (b) 2,3,5,6-tetraclorofenol,(e) 2,4,6-
triclorofenol, y (d) o-clorofenol sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con gel de
sílice. Proporción de modificador: 10%. Ácido monocloracético 0.05mol U’ - NaOH, pH=2.9:
tiempo de acumulación: 120 segundosa circuito abierto; v=1O mV &‘; AE=50 mV.
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Con el fin de estableceren qué medida interfiere cada uno de ellos se

registraronlos voltamperogramasde disolucionesquecontienen5.0~10.ómol L-’ dePCP

y diferentes proporcionesPCP:clorofenolen el intervalo 50:1-1:1. Los resultados

obtenidos(TablaXV) muestranqueel PCP,a estenivel de concentración,puedeser

determinadoen presenciade o-clorofenolen unarelación1:1 conun error relativo por

debajode] 2%.

TablaXV

Efectode la presenciade otros clorofenolessobrela 1, de ~ mol L’ de PCP, en

diferencial de impulsos,sobre un electrodode pastade carbonomodificado con gel
de siice. Proporción de modificador: 10%; ácido monocloroacético0.05 mol U’ -

NaOH, pH 2.9; tiempo deacumulación:120 segundosa circuito abierto;AB = 50 mV;
v=10 mV st

SustanciaInterferente o-clorofenol 2,4,6-triclorofenol 2,3,5,6-
tetraclorofenol

Relación i,, MA (PCP) ~ MA (PCP) ~ ¡¿A (PCP)

PCP:clorofenol

1:0 0.87 0.87 0.88

50:1 0.88 0.86

20:1 0.89 0.87

• 5:1 - 0.92 (5.7)* 0.93 (6.0)*

1:1 0.88 (1.1)* 1.07 (23.0)* 1.07 (21.6)*

En estaTabla, los valores entre paréntesis representan el error relativo, en %, en la

medida de la intensidad de pico dc PCP.
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Sin embargo,el 2,4,6-triclorofenol y el 2,3,5,6-tetraclorofenol,para la misma

relaciónde concentraciones(1:1), dieron lugar a erroresrelativosen la medidade la

corrientede pico del PCPdel 23 y del 22% respectivamente.Estoserroressehacen

menoresdel 5% cuandola relaciónPCP:interferenteesmenorde 5:1 (verTablaXV).

Porotrapartey comoes lógico, los valoresde E~ del pico globalobtenidopara

estasmezclasse desplazanhacia el potencial de pico del clorofenol interferentea

medidaquela relaciónPCP:interferentedisminuye.A modode ejemplo,en la Figura

15 se muestranlos voltamperogramas,en diferencial de impulsos,obtenidosparael

pentaclorofenolen ausenciade interferentey paradistintasproporcionesPCP:2,3,5,6-

tetraclorofenol.

1.20

0.80 -

0.40 -

0.00 -

1.40

Figura 15

Voltamperogramas, en DPV, de 5.0.1W’ mol U’ de PC? (a) en ausenciade interferente, (b) y (c)
en presencia de 1.0.106 y 5.0.1W’ mol U’ de 2,3,5,6-tetraclorofenol, respectivamente,con un
electrodo de pasta dc carbono modificado con gel de sílice. Proporción de modificador: 10%;
ácido monocloroacético0.05 mol L’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación: 120 segundosa
circuito abierto; v=10 mV s% AE=50 mV.
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1111.5.-VOLTAMPEROMETRIA DE ONDA CUADRADA

Con objeto de comparar con los resultadosobtenidosaplicando la técnica

voltamprométricadiferencial de impulsos, tras la etapa de preconcentraciónpor

adsorción del PCP, que se han comentadoen los apartadosanteriores, se ha

llevado a cabo un estudio voltamperométricodel procesode oxidación del PCP,

despuésde la acumulacióna circuito abierto sobreel electrodomodificadocon gel de

sílice, aplicandola técnicade voltamperometríade onda cuadrada. Como esbien

conocido,estatécnicapermiteen teoríaobtenervoltamperogramascuyaformadepico

puede proporcionar unasensibilidadexcelente,unaminimización de la corrientede

fondo y además, ofrece la posibilidad de obtener los registros a una elevada

velocidad [406].

Para llevar a cabo este estudio se han utilizado las mismascondiciones de

trabajoqueseoptimizaronmedianteDPV, esdecir:un electrólitosoporteformadopor

unadisolución reguladoraácido monocloroacético0.05 mol U’ - hidróxido sódicode

pH 2.9, un porcentajede gel de sílice en el electrodo del 10% y un período de

acumulaciónde 120 segundos,a circuito abierto.

En estascondiciones,el PCP, a un nivel de concentraciónde 1.0.10~ mol L’,

proporcionalos voltamperogramasde ondacuadradade corrientedirecta,de corriente

inversa y de corriente neta que se muestran en la Figura 16. Como se aprecia

fácilmente el hábito de dichos voltamperogramases típico de un proceso de

transferenciaelectrónicatotalmenteirreversible,ya queno existecontribucióncatódica

a la corrienteneta.
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i,pA

16.0

12.0 -

8.0 -

4.0 -

0.0

0.30 1.50

E,V

Figura 16

Corrientes (d) directa, (i) inversa y (u) neta, en onda cuadrada, de pentaclorofenol 1 ii.io-5mol U’, sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con gel de sílice. Proporción de
modificador: 10%; ácido monocloroacético0.05 mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación:
120 segundos a circuito abierto. Amplitud de la onda cuadrada: 40 mV; AE

5= 10 mV;
frecuencia=60 Hz.

III.1.5.1.- Optimizaciónde las variablesinstrumentales

Se procedió seguidamentea estudiar la influencia de los parámetros

instrumentalescaracterísticosde la voltamperometríade onda cuadradasobre la

corrientede pico neta,M~, empleandopara ello disolucionesde PCP i.0~10~ mol U’.

Dichosparámetrosinstrumentalesson la amplitud de ondacuadrada(E~), la altura

delsaltode potencial(AE5) y la frecuencia(f) y puedenvisualizarseenel esquemade

la rampade potencialaplicadaque semuestraen la Figura 17.

0.60 0.90 1.20
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¼;- 2
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t 4.
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~~1

Figura 17

Pomade onda característica de SWV. (r) período de onda cuadrada, (E5~) amplitud de la onda

cuadrada, (AE5) altura del salto de potencial.

111.1.5.1.1.-Influenciade la amplitudde la ondacuadrada(E5~,,>

En la TablaXVI serecogenlos resultadosobtenidoscuandosevarió la amplitud

de la rampade ondacuadradaentre10 y 80 mV, y se muestrala influencia de esta

variablesobre los parámetrosanalíticoscaracterísticos(corrientede pico y anchurade

pico a la semialtura) de la respuestade oxidación del PCP. En la Figura 18 se

muestranlos voltamperogramasde ondacuadradaobtenidosapartir de unadisolución

de pentaclorofenolíikio
5 mol L’, para distintos valores de E~. Como se puede

observar,dicha respuestapresentaunaintensidadnetamáximapara40 mV. Además,

el cocienteAi~/W,
12, quedaunaideade la resoluciónde la señal,muestratambiénun

valor máximo para una amplitud de 40 mV (Figura 19), por lo que se ha escogido

dicho valor paraestudiossubsiguientes.

7’

4-fr
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Tabla XVI

Influenciade la amplitudde ondacuadrada,E~, sobrela intensidadde pico neta,M~,
la anchurade pico a la semialtura,W,,2 y la resolución, Ai~/W~12, de la señal de
oxidación de 1.OdO

5 mol L’ de PCP sobre un electrodo de pasta de carbono
modificadocongel de sílice.Proporciónde modificador: 10%; ácido monocloroacético
0.05mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempode acumulación:120 segundosacircuito abierto;
AE,=10 mV; f=60 Hz.

E~, mV M~, ¡¿A W,
12, V Ai~/W112, ¡¿A V~’

10

20

40

60

80

4.02

6.19

10.82

9.93

9.64

0.151

0.156

0.175

0.193

0.229

16.60

39.67

61.82

51.45

42.09

111.1.5.1.2.-Influencia de la altura del salto de potencial(AE5)

La altura del saltode potencialse ha optimizadode un modo similar a como

se ha hecho con la amplitud, llevándosea cabo las medidascon unafrecuenciade

60 Hz y con un valor de E5~ de 40 mV. Los resultadosobtenidosse recogenen la

TablaXVII. En la Figura20 sepuedenobservarlos voltamperogramasregistrados,en

estas condiciones,para distintos valores de ilE5, a partir de una disolución de

pentaclorofenol1.0x10~ mol U’. En estecaso, la resoluciónde la respuestade onda

cuadradaaumenta monotónicamentecon la alturadel saltoen el intervalo de 1 a

20 mV (Figura 21). Puestoque las grandesalturas de salto dan lugar a registros

voltamperométricoscon pocos puntos experimentalesy, por consiguiente,peor

definidos,se ha escogidoun valor de ilE8 de 10 mV como un valor razonablepara

obtenervoltamperogramascon unabuenadefinición [407].
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Figura 18

Voltamperogramas de onda cuadrada de PC? i.ú~io~~ mcl U’ sobre un electrodo de pasta de
carbono modificado con gel de sílice. Proporción de modificador: 10%; ácido monocloroacético
0.05 mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación: 120 segundosa circuito abierto. AE5=1O
mV; f =60 Hz; amplitud (a) 10 mV, (b) 20 mV, (e) 40 mV, (d) 60 mV, y (e) 80 mV.
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Figura 19

Influencia de la amplitud de la onda cuadrada, E~, sobre la resolución de la respuestade
oxidación, Ait,/W,12, de pentaclorofenol i.01i0~

5 mol U’. Condicionesigual que en la Pigura 18.
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TablaXVII

Influenciadel incrementodepotencialentredos etapasde barrido,ilE5, sobreEt,, M~,
W,12 y la resolución,ili~/W,12, de la señalde oxidación,en SWV, de 1.0~1O~ mol L’ de
PCPsobreun electrodode pastade carbonomodificado con gel de sílice. Proporción
de modificador: 10%; ácido monocloroacético0.05 mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo
de acumulación:120 segundos,a circuito abierto;E5~=40mV; f=60 Hz.

AB5, mV E,,, V AypA W,12, V ili~/W112, gA V’

1 0.805 3.27 0.161 20.31

2 0.835 4.62 0.175 26.40

5 0.850 7.35 0.166 44.27

10 0.866 10.10 0.166 60.84

15 0.873 13.71 1.160 85.68

20 0.876 16.43 0.163 100.80
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Figura20

Voltamperogramas de onda cuadrada de PC? i.0~iW5 mol U’, sobre un electrodo de pasta de
carbono modificado con gel de sílice. Proporción de modificador: 10%; ácido monocloroacético
0.05 mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación: 120 segundosa circuito abierto. E

5~=40
mV; ¡=60 Hz; AB5 (a) 1 mV, (b) 2 mV, (c) 5 mV, (d) 10 mV, (e) 15 mV, y (f) 20 mV.
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Figura 19

Influencia dcl salto de potencial entre dosetapasde barrido, AB1, sobre la resolución, Ai.,,/’W~,2.
Pontaelorofenol 11)s1O-~mol U’. Condicionesigual que en la Figura 20.
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111.1.5.1.3.-Influencia de la frecuencia<1)

Empleandolos parámetrosde onda cuadradaoptimizadosen los apanados

anteriores,se ha llevadoa caboel estudiode la influenciaqueejercela frecuenciade

onda cuadradasobre la señalde oxidación del PCP empleandoel electrodode pasta

de carbonomodificado con gel de sílice. Los resultadosobtenidosse recogenen la

TablaXVIII. En la Figura22 semuestranlos voltamperogramasregistradosaplicando

distintas frecuenciasde onda cuadrada.Como se puedeobservar,al incrementarla

frecuencia,la intensidadde pico netaaumentay, por otro lado,el potencialde pico se

desplazaligeramentehaciavaloresmáspositivos.La representaciónde Mt, frente a la

frecuencia(Figura 23) muestraque, como se predice teóricamente,ili~ aumentaa

medida que lo hace el valor de f en el intervalo de 20 a 250 Hz, existiendouna

relaciónproporcionalentreambosparámetroscomoesde esperarparaprocesosdonde

existe acumulación por adsorción del analito [408], en contraposición con la

dependencialineal de con f ‘~ que se encuentrapara los procesosde carácter

difusivo. Por otraparte,el desplazamientoen los potencialesde pico haciavaloresmás

positivos a medida que aumenta la frecuencia, es indicativo de una transferencia

electrónicalenta en el procesode oxidación [407].

Se hanescogido,con finesanalíticos,dos valoresde la frecuencia,60 y 200 Hz.

Este último valor sueleaparecernormalmentecomo un compromisorazonableentre

sensibilidad y un funcionamientoestabley libre de ruido del instrumentopara el

trabajo analítico [406].

111.1.5.2.- Curvasde calibradoy característicasanalíticas

Teniendoen cuentalos resultadosde los apanadosanterioressehanrealizado

las curvas de calibrado para el PCP mediantevoltamperometríade onda cuadrada

empleandolas siguientescondicionesde medida:
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Tabla XVIII

Influenciade la frecuenciade onda cuadrada,f, sobrela intensidadde pico neta,ili~,
y el potencial de pico, E~, de PCP 1.0d0~ mol Ii’ sobre un electrodode pastade
carbono modificado con gel de sílice. Proporción de modficador: 10%; ácido
monocloroacético0.05mo] U’ - NaOH, pH=2.9;tiempodeacumulación:120 segundos
a circuito abierto.Esw=z4O mV; AE

5~r 10 mV.

Frecuencia,Hz ili~, ¡¿A E~, V

10 3.84 0.825

20 4.89 0.840

40 7.49 0.847

60 10.80 0.856

80 12.21 0.863

lOO 15.80 0.872

150 21.50 0.875

200 27.50 0.885

250 32.56 0.893
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Figura22

Voltamperogramas de onda cuadrada de PCP i.0.10~5 mol U’, sobre un electrodo de pasta de
carbono modificado con gel de sílice. Proporción de modificador: 10%; ácido monocloroacético
0.05 mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación: 120 s a circuito abierto. E~~=40mV;
AB5=10 mV; frecuencia <a) 10, (b) 20, (c) 40, (d) 100, (e) 150, (f) 200, y (g) 250 Hz.
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Figura23

Variación de la corriente de pico neta, Al.,, con la frecuencia,J. Pentaclorofenol i.0~iW5 mol U’.
Condiciones igual que en la Figura 22.
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- Amplitud de la onda cuadrada:40 mV

- Altura del salto de potencial: 10 mV

- Frecuencia:60 y 200 Hz

Los calibradosobtenidossehanrepresentadoen las Figuras24 y 25, estandosus

parámetroscaracterísticosresumidosen la TablaXIX.

Como puede observarse,cuandose utiliza una frecuenciade 200 Hz, sólo es

posible realizar la curva del calibradoen el intervalo de concentraciónde 1.0x10~ a

i.0,iO~ mol U’. Estehecho,aparentementeextrañodadala dependenciade M~ con f,

es debido a que el pico de oxidación del PCP aparecea 200 Hz a potencialesmás

positivosquelo que lo hacea 60 Hz (véaseapartado111.1.5.1.3.)y a que, además,la

anchurade pico a la semialturatambiénes mayor a 200 Hz. Como consecuencia,la

señaldeoxidacióndel fungicidasolapacon la barreradeoxidacióndelmedio,haciendo

queel pico correspondienteal analitono sedesarrollecompletamentee impidiendolas

medidasexactasde ili~.

Tabla XIX

Curvas de calibrado de PCP, en SWV, sobre un electrodo
modificado con un 10% de gel de sílice. E5~~40mV; AE5= 10

de pastade carbono
mV.

Intervalo de concentración,
mol U’

1.0~10~ - 1.0x10~~ 1.O~i0~ - 1.0~10~

Frecuencia,Hz

Pendiente,¡¿A L mol’

Ordenadaen el origen, ¡¿A

Coeficientede correlación

60 200

(1.2±0.1)xlOé (2.7±0.4)xIOd

-0.1±0.5 -0 6~2.2

0.999 0.997

60

(1.79±0.06)xlOá

0.01±0.04

0.999
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Aig, ¿¿A
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Figura24

Influencia de la concentración de PCP sobre la corriente de pico neta, Ai ~,en SWV, sobre un
electrodo de pasta de carbono modificado con gel de sílice. Proporción de modificador: 10%;
ácido monocloroacético0.05mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación: 120 segundosa
circuito abierto. AB5=1O mV; ¡=60 Hz; E~=40 mV. Intervalos de concentración (A) i.O~iW’ -

1.0.1W’, y (fl) t.0,io~ - 1.0.1W’ mol u

A
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30.0 -

ái,, ¿¿A

20.0 -

10.0 -

0.0- .
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Figura 25

Influencia de la concentración de PCP sobre la corriente de pico neta, Ai,, en SWV, sobre un
electrodo de pasta de carbono modificado con gel de sílice. Proporción de modificador: 10%;
ácido monocloroacético0.05mol U’ - NaOH, pH=2.9; tiempo de acumulación: 120 segundosa
circuito abierto. AB5=l0 mV; ¡=200 Hz; Esw4O mV. Intervalo de concentración: 1.0.10’ -

i.o~io-~ mol U’.

Las característicasanalíticasdel métododesarrolladose han calculadoa partir

de los calibrados obtenidosutilizando una frecuencia de 60 Hz y se encuentran

recogidasen la TablaXX donde,a efectosde comparación,sehanrecogidoasimismo

las correspondientesal métododesarrolladomedianteDPV (ver apanado111.1.3.).

PuedeapreciarsecómoempleandoSWV, la dependenciade la corrientede pico

neta con la concentración de PCP es lineal en los mismos intervalos de

concentraciónque en el método desarrolladomedianteDPV, y cómo los límites de

determinacióny de detecciónson tambiénsimilares. Como puedeobservarse,no se

obtiene ningunamejora con respectoa las característicasanalíticasconseguidaspor

voltamperometríadiferencial de impulsos, lo que se debe, principalmente,a las

característicasinherentesde la voltamperometríade onda cuadradacuando están

e

e

8.0 10.0
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implicadossistemasirreversibles[406].

TablaXX

Característicasanalíticas de los métodos desarrolladospara la determinaciónde
pentaclorofenol,medianteDPV y SWV, sobre el electrodo de pasta de carbono
modificado con gel de sílice.

Swv DPV

tRSD, % 3.0 2.6

Límite de determinación,mol U’ 6.0x10~ 6.0~108

¡¿g L’ 16 16

Límite de detección,mol L~’ í.7~10-~ 1.8x108
¡¿g U’ 4.5 5

* Calculadapara un nivel de concentraciónde 2.0~10~mal L-’

111.1.6.-DETERMINACION DE PENTACLOROFENOL EN FORMULACIONES

COMERCIALES DE PESTICIDAS

Los resultadosque se han discutido en los apartadosprecedentesdemuestran

quelos métodosdesarrolladosson susceptiblesde ser aplicadosa la determinaciónde

PCP en diferentes tipos de muestras. Uno de estos tipos lo constituyen las

formulacionescomercialesde pesticidasa basede PCPy quecontienennormalmente

otros clorofenolescomoimpurezas.

En esteapartadoseha llevado acabola determinacióndePCPen un fungicida

comercial, el Cryptogil sódico, que como se indicó en el apartado11.1.2. contiene
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pentaclorofenato(78%),tetraclorofenato(6.5%),otrosclorofenatos(6%)y agua(9%).

Dadas las característicasanalíticasde los métodosdesarrollados,se ha optado

por realizardicha determinaciónmediantevoltamperometríadiferencial de impulsos

sobre el electrodode pastade carbonomodificado con gel de sílice empleandolas

condiciones óptimas de trabajo que se han mencionadoen el apanado111.1.3. y

siguiendoel procedimientodescrito en el apanado11.1.3.4.

La determinaciónse ha llevado a cabo a dos niveles de concentraciónteóricos,

uno máselevado,1.0d0~ mol U1, queseríaadecuadopara el análisis del PCP en la

formulación comercial empleada,y otro nivel inferior, 2.0~10~ mol U’, que puede

asimilarseal análisis de, por ejemplo, unamuestrade aguacontaminadacon PCPa

bajosnivelesde concentracióny quecontiene,además,los otrosclorofenolespresentes

en la muestraanalizada.

En la Figura26 se muestrael voltamperogramaparaunamuestradeCryptogil

Na tratadade tal maneraqueen la disoluciónanalíticala concentraciónde PCPes, en

teoría, de l.0x10~ mol U, así como los voltamperogramasobtenidostras sucesivas

adiciones de una disolución patrón de PCP, empleadaspara llevar a cabo la

determinación.Obviamentese escogióel métodode las adicionesestándarpara ello

con el fin de minimizar el efecto matriz. Los resultadospara cinco determinaciones

estánrecogidosen la TablaXXI. La concentraciónmediaobtenidaesde(9.9±0.2)~10~

mol U’, lo quecorrespondea un contenidode PCPen la muestraoriginal de 77±1%,

habiéndosecalculadolos intervalosde confianzaparaun nivel de significaciónde 0.05.

Los resultadosobtenidospara las cinco determinacionesde PCP al nivel de

concentraciónteóricade 2.0~10~mol U’ (y por tanto habiendoutilizado un períodode

preconcentraciónde 300 segundos)se recogenen la TablaXXII. En la Figura27 se

muestrael voltamperogramade la disoluciónanalítica,así comolos correspondientes

a esta disolución tras la adición sucesivade alícuotasapropiadasde una disolución

patrónde PCE
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Figura 26

Determinación de PCPen Cryptogil-Na, mediantevoltamperometría diferencial de impulsos, con
un electrodo de pasta de carbono modificado con gel de sílice. (a) disolución analítica dc
Cryptogil-Na, (b)-(f) adicionessucesivasde 100 pL de una disolución patrón de 5t10’ mol U’
de PCP.

Tabla XXI

Determinaciónde PCP en Cryptogil-Na, mediantevoltamperometríadiferencial de
impulsos,con un electrodode pastade carbonomodificadocon gel de sílice.

Muestra Cteárica,

mol U’

Cenwntra¿ia,

mol U’

% PCP

en muestra

st
x ±—

5

5

5

5

5

í.0~i0~

1.0O~10á

1.01~10~

9.72~10~~

9.74t1W
7

9.78~10~~

78.0

78.6

75.9

76.1

76.4

(9.9±0.2)~10~

• ¡ u ¡

02 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
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Figura 27

Determinación de PCP en Cryptogil-Na, mediante DPV, con un electrodo de pasta de carbono
modificado con gel de sílice. (a) disolución analítica de Cryptogil-Na, (b)-(e) adiciones sucesivas
de 100 pL de una disolución patrón de liLlO’ mol U’ de PCP.

Tabla XXII

Determinaciónde PCP en Cryptogil-Na, mediantevoltamperometríadiferencial de
impulsos,con un electrodode pastade carbonomodificadocon gel de sílice.

Muestra Cteá~.,

mol U’

Cenwntrada,

mol U’

% PCP
en muestra

st
x ±

Vii

5

5

5

5

5

2.0~10~

2.04d0~~

2.03,10v

1.96d0~~

2.01~10~~

1.92~10~

79.7

793

76.7

78.6

75.2

(1.99±0.06)~10~

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
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En estecasola concentraciónmediaencontradafue de (1.99±0.06)d0-~mol L-’,

que correspondea un contenidode PCP del 78±2%.Como puede observarse,en

amboscasosel valor encontradode PCPen la formulacióncomercial concuerdamuy

bien con el valor declaradopor el fabricantedel 78%.

Con el fin de evaluar la exactitud del método propuestose llevaron a cabo

estudiosde recuperacióndespuésdeañadir 100 aL de una disoluciónpatrónde PCP

5.0,10~ mol L’ a la disoluciónanalíticade la formulación comercialquecontieneuna

concentraciónteóricade i.o~ío’ mol U’ y aplicandoel procedimientoespecificadoen

la parteexperimental.Losresultadosparacinco recuperacionesseencuentranrecogidos

en la TablaXXIII dondepuedeobservarsecómola concentraciónmediaexperimental

encontradaes de (1.99±O.03)~10~mol U’, lo que correspondea una recuperación

media del 99.6%. La desviaciónestándarrelativa es del 1.0% y el intervalo de

confianzade ±5.7~10~~mol U’ (±2.9%),paraun nivel de significación de 0.05. Estos

resultadosindicanclaramentela validezdelmétododesarrolladoparala determinación

de PCPen fungicidas comerciales.

Tabla XXIII

Estudiode recuperaciónde PCPen unamuestrade Cryptogil-Na, medianteDPV, con
un electrodode pastade carbonomodificadocon gel de sílice.

Muestra
.1~ moiU’~ C¿IK¿É,¿Sd., mol U’ ..

~* Recuperacion

5

5

5

5

5

2.0,10v

1.96,10~~

2.01d0~

1.98~10~

1.99,10v

2.02~10~~

98.2

100.5

993

99.4

100.6
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111.2.- DESARROLLO DE UN ELECTRODO DE PASTA DE CARBONO

MODIFICADO CON FTALOCIANINAS METALICAS COMO

MEDIADOR REDOX. DETERMINACION DE LOS ANTIOXIDANTES

FENOLICOS BHT Y BHA

Como ha quedadopuestode manifiestoen el apartadode Introducción, así

como en el Objetivo y Plan de Trabajo,una de las áreasde utilidad analíticade los

electrodosmodificadosquímicamentees aquellaen la queseempleanmediadoresde

transferenciaelectrónicainmovilizadosparacatalizarreaccioneselectródicaslentas.Una

de las formas mássimplesde modificar un electrodocon estetipo de materialescon

actividad catalítica es mezclándolo íntimamentecon pastade carbono. El uso de

electrodos de pasta de carbono modificados tanto con modificadores catalíticos

inorgánicoscomoorgánicosha sido revisadorecientementepor Kalcher [36].

Comotambiénseha dichoya, las ftalocianinasmetálicasson, sin lugar adudas,

uno de los tipos de modificadorescatalíticosinorgánicosmásutilizados,habiendosido

ampliamenteempleadospor el grupo de Baldwin con finesanalíticos, principalmente

por lo que serefiere a la ftalocianinade cobalto [64-70],con electrodosde pastade

carbono.

En estecapítulose exponenlos resultadosacercadel empleode un electrodo

de pastade carbonomodificadocon el mediadorredoxftalocianinade níquel (NIPC)

para llevar a cabo la determinaciónvoltamperométricade dos de los antioxidantes

fenólicos más utilizados como aditivos en la industria alimentaria, el tert-

butilhidroxitolueno(BHT) y el tert-butilhidroxianisol(BHA). Concretamente,enel caso

del B}-IT, variosautores[350,400]hanpuestode manifiestolos problemasquesurgen

cuando se desea realizar la detección electroquímica (amperométrica)de este

compuestodespuésde efectuarunaseparaciónpor cromatografíalíquida. Empleando

electrodosconvencionalescomo el de carbonovitrificado o de pastade carbonosin

modificaresmuy difícil diferenciarla corrientedeoxidacióncorrespondienteal propio

antioxidantede la corrientede fondo debidaal medio (bien seael electrólitosoporte
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o el disolvente),ya que la oxidación del BI-IT sobre estos electrodosse produce a

potencialesmuy positivosy por consiguientemuy cercadel límite de electroactividad

anódico.En consecuencia,puededecirsequela reduccióndelsobrepotencialnecesario

para la oxidación electroquímicade dicho antioxidantees un aspectode particular

interés, desde un punto de vista práctico, ya que permitiría una detección

amperométricamássencillaen sistemasen flujo.

111.21.-ELECCIONDE LA FTALOCIANINA METALICA COMO MATERIAL

MODIFICADOR.

Tantopara el BHA comoparael BHT se procedió,en primer lugar, a escoger

la ftalocianina metálicamásapropiada,como mediadorde transferenciaelectrónica,

con fines analíticos. Para ello, se registraron los voltamperogramascíclicos de

disolucionesde cadauno de los antioxidantessobre electrodosde pastade carbono

modificadoscon las ftalocianinasmetálicasmásusuales,la de Co(II), la de Ni(II) y la

de Fe(II).

En el casodel BHT seutilizó como mediode trabajounamezclametanol:agua

debidoa la escasasolubilidad del antioxidanteen medio acuoso.En la Figura 28 se

muestranlos voltamperogramasobtenidosa pH 2.0 y, como puedeobservarse,los

mejoresresultadosdesdeel punto de vista analítico, es decir, mejor sensibilidady

forma de pico, se obtuvieron para la ftalocianina de níquel (Figura 28c). Así, los

voltamperogramascíclicosregistradossobreel electrodo,conteniendoun porcentajede

NiPC del 2%, muestranun pico de oxidación bien definido para el BFIT que se

desarrollaa un potencialaproximadamente200 mV menor queel pico mal definido

que se obtieneen ausenciadel electrocatalizador(Figura 28d). Además,estepico de

oxidación se producesólo en presenciadel antioxidanteen disolución por lo que es

atribuibleal BHT. Puedeobservarseasimismocomo en el barrido inverso no aparece

ningún pico de reducciónen las condicionesempleadas,lo que esindicativo de la no

reversibilidadelectroquímicadel procesode oxidación.
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Figura 28

Voltamperogramas ciclicos de 15 mg L’ de BHT sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2% de ftalocianina dc (a) Co(ll), (b) Fe(lI), (c) NiQI); (d) electrodo de pasta
de carbono sin modificar. NaH2PO4/H,P040.05 mol U’, pH 2.0; 35% dc metanol; u=50 mV s’.

Finalmentedecir que la elevadacorriente que se obtiene a potencialesmás

positivosa los de aparicióndel pico del BHT seatribuye a la oxidación del Ni(II) a

Ni(III) en la ftalocianina,puestoque apareceen el voltamperogra.maobtenidocon el

electrodomodificado en ausenciade BHT y no lo haceen el voltamperograniade

fondo con el electrodode pastade carbonosin modificar (Figura 29).
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Figura 29

Voltamperogramas cíclicos de NaH2PO4/H,P040.05 mol U’, pH 2.0 en metanol/agun al 35%
(vii’) (—) con un electrodo de pasta de carbono sin modificar y (- - -) sobre un electrodo de
pastade carbono modificado con Italocianina de Ni(lI); v=50 mV &‘.

Por lo querespectaal BHA, los voltamperogramascíclicos obtenidosparauna

disolución de 20 mg U’ en medioácidoperclórico 0.1 mol U’ (Figura 30) muestranun

pico deoxidaciónbiendefinidoparaesteantioxidantequeesprácticamenteigual tanto

empleandoftalocianina de níquel como de cobalto como mediadoresredox. Como

puede observarse,este pico está ligeramentedesplazadohacia potencialesmenos

positivos (aproximadamente35 mV) que la señalobtenidacon el electrodode pasta

de carbonosin modificar. Sin embargo,la ftalocianina de hierro prácticamenteno

produceningún cambioen la respuestavoltamperométricacon respectoa la obtenida

en ausenciade modificador.Al igual queparael BHT, no se observaningún pico de

reducciónen el barrido inversocuandosetrabajacon NiPC o CoPC lo queindica la

no reversibilidad del proceso, y el pico de oxidación obtenido con los electrodos

modificadosseproducesólo en presenciade BELA.. La ondade reducciónobservada

con la FePCsepuedeatribuir a la reducciónde Fe(III) a Fe(II) en la ftalocianina.
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Figura 30

Voltamperogramas cíclicos de 20 mg 121 de EHA sobre un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2% de ftalocianina de &----) Co(ll), (—) Ni(II) y (——--.) Fe(II); ( )
electrodo dc pasta de carbono sin modificar. HC104 0.1 mol 12’; 2% metanol; v=50 mV &‘.

Aunque la disminución del sobrepotencialque se consiguepara la oxidación

electroquímicadel BHA utilizando los electrodosmodificadoscon NiPC y CoPC es

bastantemoderada,estono resulta ser un aspectoesencialen estecaso, ya que la

corrientede oxidacióndelBI-IA sobreelectrodosconvencionales,al contrariode lo que

ocurría con el BHT, está lo suficientementeseparadadel límite de electroactividad

anódico como para que no se produzcan problemas cuando se desee detectar

electroquimicamenteel BHA, por ejemplo, despuésde realizar una separación

cromatográfica.No obstante, la corriente de pico medida sobre los electrodos

modificadoscon NiPC y CoPC esconsiderablementemayor quela obtenidasobreel

electrodode pastade carbonosin modificar, lo que obviamenteredundaráen un

notableaumentode la sensibilidad.
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A la vistadel conjuntodeestosresultadosseha elegidola NiPC comomediador

de transferenciaelectrónicatanto parallevar a cabola determinaciónde BHT como

de BHA.

111.2.2.- OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES

MEDIANTE VOLTAMiPEROMETRLAL DIFERENCIAL DE IMPULSOS.

La optimización de las distintas condiciones de trabajo que afectan a la

respuestavoltamperométricadel BHT y del BHA sobreel electrodomodificado se ha

realizadomediantevoltamperometríadiferencialde impulsos,empleandounaamplitud

del impulsode 50 mV y unavelocidadde barridode potencialde 10 mV ~ dadaslas

mejorescaracterísticasanalíticasde estatécnica.

111.2.2.1.- Influencia de la proporción de ftalocianina en la pasta de

carbono.

Aunque segúnla bibliografía,fundamentalmenteen los trabajosdel Grupo de

Baldwin, un contenidode ftalocianina metálica del 2% en la pastade carbonoes

adecuadoconfines analíticos,sehacomprobadoestepuntoenel casoparticularde los

dos antioxidantesestudiados.

Así, en el caso del BHT, en la Figura31 y en la Tabla XXIV se muestranlos

resultadosobtenidospara una disolución de 15 mg U’ del antioxidante,a pH 3.0

(aparente)en medio Britton-Robinson,conteniendoun 20% de metanol, cuandoel

porcentajedeftalocianinade níquel en la pastade carbonosevarió entreun 0.2 y un

2% en peso. Como puede observarse,cuando la proporción de NiPC es pequeña

aparecendos picos,pudiendoatribuirseel máspequeñoqueapareceapotencialesmás

positivos(pico b en la Figura31) a la oxidaciónno catalizadadel BHT, ya quedicho

pico apareceal mismo valor de potencialal queseproducela respuestaen oxidación
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sobreun electrodode pastade carbonosin modificar. Por otro lado, el pico intenso

que aparecea potencialesmás positivos(pico c en la Figura31) podría ser asignado

a oxidaciones en el anillo de ftalocianina. Cuando aumenta el porcentaje de

modificador,el pico no catalizadodesaparecemientrasque el pico bien desarrollado

que se produce debido al efecto mediador de la NiPC se va desplazandohacia

potencialesmenospositivos.Además,la alturade estepico, medidade basea base,es

prácticamenteconstantea partir del 1% deNiPC en la pastadecarbono,mientrasque,

como era de esperar,el pico atribuldo a la oxidación de la ftalociainina aumentaal

aumentarsu proporción en la pastade carbono.

1.00

m,pA

0.75 -

0.50 -

0.25 -

0.00

1.30

Figura 31

Influencia de la proporción de NiPC en la pasta de carbono sobre la señalde oxidación de 15 mg
U’ de BHT, mediante voltannperon¡etrfa diferencial de impulsos. Britton-Robinson 0.05mol U’,
pH 3.0; 20% metano!; AE=50 mv; v=1O mV s’. <———) 0.2%, ( ) 0.5%, ( ) 1.0%, y
(—) 2.0% de NiPC.
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Tabla XXIV

Influenciade la proporciónde NiPC en la pastadecarbonosobrela señalde oxidación
de 15 mg L’ de BI-IT mediantevoltamperometríadiferencial de impulsos.Britton-
Robinson0.05 mol L~’, pH 3.0; 20% metanol;AE=50 mV; v= 10 mV s’.

% NiPC ii,, ¡¿A (pico a) ir,, ¡¿A (pico b) E~, y (pico a) E~, V (pico b)

0.2

0.5

1.0

2.0

0.13

0.26

0.30

0.30

0.07

0.04

0.820

0.810

0.800

0.790

1.010

0.970

En el caso del BHA, los resultadosse recogen en la Tabla XXV y se

representanen la Figura 32. Como puede apreciarse,el pico de oxidación que se

obtieneseva desplazandohaciapotencialesmenospositivosy va aumentandode altura

a medidaque aumentael porcentajede ftalocianina hastaun 1%, no observándose

apenasvariación con respectoa esteúltimo cuandoel porcentajese aumentahasta

un 2%.

Como puedeverse,los resultadosobtenidostanto parael BHT como para el

BHA confirman los datosbibliográficos en el sentidode que un 2% de ftalocianina

metálicaen la pastadecarbonoresultaapropiadocon propósitosanalíticos,por lo que

sehaescogidoesteporcentajeparallevar a cabo todaslas experienciassubsiguientes.
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Tabla XXV

Influenciade la proporciónde NiPC en la pastade carbonosobrela señaldeoxidación
de 20 mg L’ de BLIA mediantevoltamperometríadiferencialde impulsos.HCIO4 0.1
mol U’; 2% metanol;AE=50 mV; v=10 mV st

%N¡PC y ¡¿A E~, ¡¿A

0.1
0.2
0.5
1.0
2.0

1.85
1.93
2.17
235
2.46

0.587
0.533
0.510
0.502
0.498

i,yA
2.5

2.0 -

1.5 -

1.0 -

0.5 -

0.0

0.00

E, V

Figura 32

Influencia de la proporción de NiPC en la pastade carbono sobre la señalde oxidación de 20 mg
12 de BIJA, mediantevoltamperometría diferencial de impulsos. I{C104 01 aol U’; 2% metanol;
AB=50 mV; v=10 mV s’. <a) 0.1%, (b) 0.2%, (c) 0.5%, (d) 1.0%, y (e) 2.0% de NiPC.

e.

a

¡ u
0.30 0.60 0.90

145



Resultadosy Discusión

111.2.2.2.- Influencia del pH

Debido a la diferentesolubilidad de los dos antioxidantesestudiadosen agua,

las disolucionesutilizadasen esteestudiofueron: a) 15 mg U’ de BI-IT en un medio

formado por disolucionesreguladorasde pH Britton-Robinson0.05 mol L~’ con un

porcentajede metanoldel 20%; b) 20 mg U’ de BHA, unaproporciónde metanoldel

2% y, como disoluciones reguladorasde pH, ademásde como electrólito fondo,

disolucionesBritton-Robinson0.05 mol U’.

En el caso del BHT, los valores de pH que se darán a continuación

correspondena los de las diferentesdisolucionesreguladorasempleadas,si bien los

valores de pH medidos en el medio metanol:aguautilizado fueron siempre

aproximadamente0.4 unidadesde pH mayores. Es decir, los valores tabuladosy

representadoscorrespondena pHs aparentes.Los resultadosobtenidosen estecasose

recogenen la Tabla XXVI y se representanen la Figura33. El potencial de pico

disminuye sólo ligeramenteentrepH 1 y 3 y permaneceprácticamenteconstantepor

encimade estevalor. La representaciónde la corrientede pico frente al pH muestra

un hábitode tipo sigmoidal,siendodichacorrienteconsiderablementemayor en medio

ácido que en medio neutro o básico.E] pico de oxidación del BHT prácticamente

desaparecepor encima de pH 9 y, además,es más ancho en medio básicoque en

medio ácido. Aunque no estánrepresentadoslos datosen la Figura 33, se hicieron

tambiénmedidasen ¡sIClO4 0.1 mol L’ y, en estemedio,el pico de oxidacióndel BI-IT

se desarrollamuy cerca de la siguientesubida de corriente anódicapor lo que su

medidano puedeefectuarsecon exactitud.Teniendoen cuentaestosresultados,el pH

de trabajo elegido fue 2.0. Empleandouna disolución reguladoraconstituida por

NaH2PO4/H3P040.05 mol U’ comoelectrólitosoporteen lugar del reguladorBritton-

Robinson,se obtuvo una menor corrientede fondo en la zonade desarrollodel pico

de oxidación del BHT por lo que todas las experienciassubsiguientes,con este

antioxidante,se llevaron a caboen dicho medio.
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Tabla XXVI

Influenciadel pH sobrela señalde oxidación, en DPV, de 15 mg L-’ de BHT sobreun
electrodode pastade carbonomodificado con un 2% de NiPC. Britton-Robinson0.05
mo] L~’; 20% metano];AE=50 mV; v=10 mV s’.

pH EV

1.5 0.81 0.38

2.0 0.80 0.36

3.0 0.78 0.30

4.0 0.78 0.22

5.0 0.77 0.14

6.0 0.78 0.08

7.0 0.77 0.06

8.0 0.76 0.06

9.0 0.76 0.04

Por lo que respectaal BI-Lá~, los resultadosde esteestudio se recogenen la

Tabla XXVII y se muestranen la Figura34. Comopuedeobservarse,seobtieneun

único pico de oxidación paravaloresdepH comprendidosentre2.0 y 6.0, mientrasque

a valores de pH superioresaparecendos picos. Este comportamientoes similar al

observadopara otros fenoles sustituidossobre electrodosconvencionales[409]. El

potencial del primer pico de oxidación, que estambiénel mejor definido, disminuye

linealmente(r=0.996 y pendiente-0.061 V) al aumentarel pH. La corrientede pico

tambiéndisminuyefuertementehastaPH 7.0 paradespuéspermanecerprácticamente
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constantehastapH 10.0. Por el contrario, la intensidaddel segundopico se hace

ligeramentemayorsegúnaumentael pH. Al igual queenel casodel BHT, aunqueno

seha tabulado,seha registradotambiénel voltamperogramaen HCIO4 0.1 mol U’ y,

en estemedio,apareceun único pico de oxidacióndel BHA a 0.50 V, siendosu altura

dos vecesmayor quela obtenidaa pH 2.0. Teniendoen cuentaestosresultados,y con

objeto de conseguirla mayor sensibilidady simplicidad, se eligió como medio de

trabajoparaestudiossubsiguientesel medioHCIO4 0.1 niol U’.

Tabla XXVII

Influenciadel pH sobrela señalde oxidación,en
un electrodode pastade carbonomodificado con
0.05 mol U’; 2% metano!;AE=50 mV; v=10 mV

DPV, de 20 mg U’ de BHA sobre
un 2% de NiPC. Britton-Robinson
5.

pH E~,,V i~,,pA E~2, V i~2, ¡¿A

21) 0.56 2.78

3.0 0.47 2.25

4.0 0.44 1.95

5.0 0.36 1.28

61) 0.29 1.08 0.53 0.09

7.0 0.21 0.90 0.51 0.13

8.0 0.20 0.89 0.49 0.32

9.0 0.14 0.88 0.48 0.42

10.0 0.07 0.83 0.47 0.46

11.0 -0.03 1.90 0.46 0.53
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Figura 33

Influencia del pH sobre la L,, y el 4, en DPV, de 15 mg L’ de BHT sobre un electrodo de pasta
de carbono modificadocon NiPC. Britton-Rohinson 0.05mol L’,20% metanol; AB =50 mV; v=1O
mV 0. <0) E,,, y(o) i,,.
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Figura 34

Influencia del pH sobrela i,, y el 4, en DPV, de 20 mg U’ de BIJA sobre un electrodo de pasta
de carbono modificado con NiPC. Britton-Robinson 0.05mol L’, 2% metano!; AE=50 mV; ,,=10
mV 0. <U) 4,, <o) E,,2; (e) i,,1, (o) i,2.
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111.2.2.3-Efecto del porcentaje de metanol en el medio de trabajo

La influencia de la proporción de metanolen el medio de trabajo sobre la

respuestavoltamperométricade disolucionesde 15 mg U’ de Hl-IT con el electrodo

modificado con NIPC se ensayóvariandodicha proporción entreel 20 y el 50 (y/y>.

Los resultadosobtenidosestánrepresentadosen la Figura 35. Puedeobservarseun

aumentolineal en el valor de i~, amedidaqueaumentael porcentajede metanolhasta

un 40%. Para porcentajesmás elevados,el pico del BHT solapa con la elevada

corrientedeoxidaciónqueapareceapotencialesmáspositivos.Estosresultadospueden

hacersospecharqueel BHT, al nivel de concentraciónutilizado, no escompletamente

soluble en las disoluciones con un menor contenido de metanol. Aunque estas

disolucionesno mostraronen ningún momentoningunaturbidezobservable,con el fin

de aclarareste punto se repitió el estudioanterior con disolucionesde 5 mg U1 de

BHT, paralas cualesesposible descartarlos problemasde solubilidad.Los resultados

se muestranen la Figura36 y, como puedeapreciarse,se obtuvo un comportamiento

similar al de las disoluciones más concentradasde antioxidante, por lo que esta

tendenciano puedeser atribuidaa la escasasolubilidaddelBHT en el medioutilizado.

Por otro lado,teniendoen cuentaquelos fenolessencillostienenvaloresde PKa

en disolucionesacuosasen el margende 9 a 11, y que los sustituyentespresentesen

la moléculadeBHT no son aceptoresde electrones,el aumentode la señalobservado

cuandoaumentael porcentajede metanoltampocopuedeserexplicadopor unamenor

disociación del BHT en el medio hidroalcohólico, la cual daría lugar a una mayor

presenciade la forma protonadadel BHT. En consecuencia,el metanol está

probablementeimplicado en una reacciónquímicasubsiguientecon el productode

oxidacióndel BHT, análogaa las que se handescritoen la bibliografía [410].
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Figura 35

Influencia de la proporción de metano! sobrela intensidad del pico de oxidación, en DPV, de 15
mg U’ de BHT sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de NiPC.
NaH2PO4/H3P040.05 md U’, pH 2.0; AE=50 mV; v=1O mV s’.
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Figura 36

Influencia de la proporción de metano! sobre la intensidad del pico de oxidación, en DPV, de 5
mg U’ dc BHT sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de NiPC.
NaII2PO4/H3P04 0.05mol U’, pH 2.0; AE=50 mV; v=10 mV s’.
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Considerandotodos estosresultados,se escogióun porcentajede metanoldel

35% para los estudiossubsiguientes.Con fines comparativos,en la Figura 37 se

muestranlos voltamperogramas,endiferencialde impulsos,sobreel electrododepasta

de carbonosin modificar y sobre el electrodomodificado con un 2% de N¡PC a pH

2.0. Tanto el desplazamientodel potencialde pico hacia potencialesmenospositivos

como el sustancialaumento de la corriente cuando se trabaja con el electrodo

modificadocon NiPC aparecenclaramentedemostrados.

1.50

i,pA

1.20

0.90 -
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Figura 37

Voltamperogramas, en DPV, de 15 mg U’ de BHT sobre un electrodo de pasta de carbono
- -) sin modificar y (—) modificado con un 2% de ftalocianina dc níquel. NaH2PO4/H3P04

0.05 mol U’, pH 2.0; 35% metano!; AE=50 mV; v=t0 mV s’.
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En el casodel BHAL tambiénse haestudiadola influenciade la proporciónde

este disolvente sobre la corriente de pico de su señal de oxidación. Para ello se

registraronlos voltamperogramas,en DPV, de disolucionesde 20 mg U’ de BHA en

medioHCIO4 0.1 mol U’ queconteníandiferentesproporcionesde metanol,variando

entreun 2 y un 40% (y/y). Los resultadosobtenidosse representanen la Figura 38.

En este caso, se observauna disminución prácticamentelineal de la intensidada

medidaqueaumentala proporcióndemetanol,lo queesdebido,probablemente,auna

disminución del coeficiente de difusión del BHA al cambiarla fuerza iónica y la

viscosidaddel medio [405].Por consiguientese escogióel porcentajede metanolmás

bajo utilizado, el 2% (y/y), para realizar los restantesestudios.En la Figura 39 se

muestranlos voltamperogramas,mediantediferencialde impulsos,de BHA sobre los

electrodosdepastadecarbonomodificadoconNiPC y sin modificaren las condiciones

experimentalesescogidas.Como era de esperar,cuandose trabaja con el electrodo

modificado,el potencialde pico aparecedesplazadohaciapotencialesmenospositivos

y la corrientede pico aumentasustancialmente.
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Figura 38

Influencia de la proporción de metano! sobre la intensidad de pico, en DPV, de 20 mg 12’ de
BHA sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de Italocianina de níquel.
HCIO4 0.1 sol U’; AE=50 mV; v=10 mv s’.
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Figura 39

Voltamperogramas, en DPV, de 20 mg U’ de BHA sobre un electrodo de pasta de carbono
- -) sin modificar y (—) modificado con un 2% de ftalocianina de níquel. HCIO4 0.1 mol

12’; 2% metanol; AE=50 mV; v=1O mV s’.

111.2.3.-CARACTERíSTICAS DE LOS PROCESOS DE OXIDACION

La caracterizaciónde los procesosdeoxidaciónseha llevadoa caboestudiando

el efectode la velocidadde barridode potencialsobrela respuestaelectroquímicade

los antioxidantesmediantevoltamperometríade barrido lineal (LSV).

Así, en el caso del BHT, empleando una disolución de 10 mg U’, la

representaciónde la intensidadde pico frente a la raiz cuadradade la velocidadde

barrido(Figura 40) da lugar a una línea rectahasta150 mV s’, pero dicha linealidad

sepierdeparavelocidadesdebarridomásrápidas.Los datosexperimentalesse recogen

en la Tabla XXVIII.
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Tabla XXVIII

Influenciade la velocidadde barridodepotencial,en LSV, sobrela señalde oxidación
de lO mg L-’ de BHT sobreun electrodode pastade carbonomodificado con un 2%
de NiPC. NaH2PO4/H3P040.05 mol L-’, pH 2.0; 35% metanol.

t’, mV s~’ 012, mV’
12 ~-~/2 log y E~, V ir ¡¿A

A moL’ ml mV112 ~¶/2

5 2.24 0.70 0.800 0.26 2.55

10 3.16 1.00 0.806 0.37 2.58

20 4.47 1.30 0.809 0.53 2.63

40 6.32 1.60 0.806 0.76 2.65

60 7.75 1.78 0.823 0.96 2.24

80 8.94 1.90 0.832 1.13 2.78

100 10.00 2.00 0.838 1.20 2.63

150 12.25 2.18 0.844 1.48 2.66

200 14.14 2.30 0.849 1.61 2.51

250 15.81 2.40 0.853 1.75 2.43

500 22.36 2.70 0.877 2.10 2.07

Este comportamientosugiereque el procesode oxidación está inicialmente

controladopor difusión pero a lasvelocidadesde barridomás rápidasla transferencia

electrónicaentreel mediadory el antioxidantese convierteen la etapadeterminante

de la velocidad. Por otra parte, el potencial de pico se desplazahacia valores más

positivosa medidaqueaumentala velocidadde barrido(ver TablaXXVIII). Además,
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la representación de la función de corriente, i~/Cv”2 frente al logaritmo de y

(Figura41) disminuyeal aumentary paravelocidadesdebarridosuperioresa 150 mV

st lo que resultatípico de un mecanismodel tipo CE [411].

Se ha calculadoel valor de parámetroan dadala irreversibilidaddelproceso
a,

demostradamediantevoltamperometríacíclica,aunavelocidadde barridodepotencial

a la cual dicho procesoestáaúncontroladopor difusión,empleandola ecuación[412]:

an~ = 0.048 1 (E~ -

dondeE~
12 esel potencialquecorrespondea i,12. De estemodoel valor obtenidopara

v=50 mV s’ fue de 0.63.

2.5

i~, pA
2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Figura 40

Variación de la intensidad de pico, i,,, con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de
potencial, y’

t2, mediante LSV, empleado un electrodo de pasta de carbono modificado con un
2% de italocianina de níquel. 10 mg U’ de BHT; NaH

2PO4/H3P04 0.05 mol U’, pH 2.0; 35%
metanol.
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Figura 41

Variación de la función de corriente, i,,/Cv”2, con log it, mediante LSV, empleando un electrodo
de pasta de carbono modificado con un 2% de ftalocianina de níquel. 10 mg 12’ de BHT;
NaH

2PO4/H3PO,0.05 mol U’, pH 2.0; 35% metanol.

Todos estos resultadossugierenque la señal de oxidación que apareceen

presenciade El-IT sobreel electrodomodificado surgecomoresultadode la reducción

química por parte del BHT del Ni(II) a Ni(I) en la ftalocianinay la subsiguiente

oxidación electroquímicade este último. No obstante, también sería posible una

reacciónquímicaprecedentede formaciónde un complejoentreel Ni(II) a travésde

su eje axial en la estructuraorganometálicacon el antioxidante,para sufrir una

reacciónelectroquímicasubsiguientede oxidacióndel BHT aceleradapor la formación

previa de dicho complejo.

Estos dos posiblescaminosde reacciónse esquematizan,de forma sencilla, a

continuacióny es de esperarque estashipótesispuedanser comprobadasutilizando

A-..

-w
A-

-A-—. e

4’
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electrodosópticamentetransparentesde SnO2y analizandolasbandasde absorciónque

presentala ftalocianinaen ausenciay en presenciade BHT.

Mecanismo 1

C BHT + Ni(II)PC ~ (BHT)OX + Ni(I)PC

E Ni(I)PC - le ~ Ni(II)PC

Mecanismo II

C Ni(II)PC + BHT [Ni(II)PC-BHT]

E [Ni(II)PC-BHT] Ni(II)PC + (BHT)OX

Por lo que concierne al BHA, se ha estudiadoel efectode la velocidad de

barridode potencial,en el intervalo 5-2000mV s
1, sobre la respuestaelectroquímica

en el electrodomodificado, empleandounadisoluciónde 20 mg L-’ del antioxidante.

En la TablaXXIX se recogenlos resultadosobtenidos.Comopuedeobservarseen la

Figura42, la representaciónde i,, frentea y”2 muestraunarelaciónlineal (r =0.999)en

todo el intervalo de velocidadesde barridoestudiado,lo cual es típico deunacorriente

controladapor difusión. Además,el potencialde pico se desplazahaciavalores más

positivossegúnaumentala velocidadde barridacomo es de esperarparaun proceso

electródicoirreversible.

El parámetroan
8 se ha calculadoaplicando la misma expresióncomentada

anteriormenteparael BHT y paraunavelocidaddebarridode 50 mV s’, obteniéndose

un valor de0.90, lo quesugierequeson dos (supuestoa=0.5)el númerode electrones

implicadosen el procesode transferenciade carga.
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Tabla XXIX

Influenciade la velocidadde barrido de potencial,en LSV, sobrela señalde oxidación
de 20 mg L’ de BHA sobreun electrodode pastade carbonomodificadocon un 2%
de NiPC. HCIO4 0.1 mol L’; 2% metanol.

y, mV s’ y
112, (mV ~.1>I/2 log y i~, ¡¿A E~, V

A moL’ ml mV~’12 ~1/2

5

10

20

40

¡ 60

80

100

150

200

250

¡ 400

500

600

800

1000

2000

2.24

3.16

4.47

6.32

7.75

8.94

10.00

12.25

14.14

15.81

20.00

22.36

24.50

28.28

31.60

44.70

0.70

1.00

1.30

1.60

1.78

1.90

2.00

2.18

2.30

2.40

2.60

2.70

2.78

2.90

3.00

3.30

1.295

2.217

2.819

4.380

5.902

6.820

7.690

9.560

11.170

13.050

17.480

19.600

21.430

25.500

29.670

42.890

0.533

0.545

0.550

0.552

0.549

0.550

0.560

0.563

0.568

0.566

0.567

0.568

0.580

0.581

0.584

0.602

5.22

6.32

5.68

6.24

6.86

6.87

6.93

7.03

7.12

7.44

7.87

7.90

7.88

8.12

8.45

8.64
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Figura 42

Variación de la intensidad de pico, i,,, con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido de
potencial, y”’2, mediante LSV, empleandoel electrodode pasta de carbono modificado con un 2%
de ftalocianina de níquel. 20 mg U’ de BEA; HClO

4 0.1 mol U’; 2% metanol.

En este caso, el pico de oxidación sobre el electrodo modificado debe

correspondera la oxidación del propio BHA, dada la proximidad de la señal a la

obtenidasobre el electrodode pastade carbonosin modificar (veánselas Figuras30

y 39). Esta oxidación implica probablemente,como se ha dicho anteriormente,un

intercambio de dos electronespara formar el correspondienteión fenoxonio al igual

queocurreparaotros fenolessustituidos[409].El aumentode sensibilidadobservado

al trabajarcon el electrodomodificadocon NiPC, así como el desplazamientode la

respuestahacia potencialesmenospositivos,sugierenun aumentode la velocidadde

transferenciaelectrónicaheterogéneaparala oxidacióndel BRA, lo quepuededeberse

a la formación previade un complejo comoseha comentadoparael BHT.
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111.2.4.-CURVAS DE CALIBRADO Y CARACTERíSTICASANALITICAS DE

LOS METODOS DESARROLLADOS MEDIANTE VOLTAMPE-

ROMETRIA DIFERENCIAL DE IMPULSOS

Utilizandovoltamperometríadiferencialde impulsosconunaamplitudde50 mV

seobtuvieronrelacioneslinealesentrela intensidadde pico y la concentracióndeBHT

y BHA en los intervalosde concentraciónqueaparecenrecogidosen la Tabla XXX.

Dichoscalibradosestánrepresentadosen las Figuras43 a 46. En dichaTablaaparecen

ademáslascaracterísticasanalíticasde los métodosdesarrollados,utilizando losmismos

criteriosexpuestosparael pentaclorofenolen el apartado111.2.3.parael cálculode los

límites de determinacióny de detección.

En el casodelBHT, el calibradoeslineal (r=0.9996)entre1 y 50 mgL~’, siendo

la pendientede 0.057±0.001¡¿A mg’ L y la ordenadaen el origen 0.03±0.02 ¡¿A.

Comoapareceen la Tabla, la desviaciónestándarrelativasecalculó paraun nivel de

concentraciónde 2.0 mg L-’ y n= 10, utilizándoseasimismola desviaciónestándarde

las señalesa estaconcentraciónpara el cálculode los límites de determinacióny de

detección. Es de destacar que el límite de detección del método desarrollado

emp]eandoel electrododepastadecarbonomodificadoconNiPC esaproximadamente

diezvecesy cuarentavecesmenorque los encontradosen la bibliografíaparamétodos

basadosen medidasvoltamperométricasen diferencial de impulsossobre electrodos

convencionalesde carbonovitrificado [391]y de platino [389],respectivamente.

Por Jo que concierneal BHA, puedeapreciarsecomo el métododesarrollado

es muchomássensible.El coeficientedecorrelaciónes0.999 en los tresintervalosde

linealidad recogidos en la Tabla XXX. Las pendientesde los calibradossuperior,

intermedioe inferior son0.26±0.01,0.26±0.01y 0.21±0.01¡¿A mg’ L, respectivamente

mientrasque los valoresde las ordenadasen el origen son 0.06±0.1,-0.002±0.04y

0.004±0.008¡¿A, respectivamente.La desviación estándarrelativa y los límites de

determinacióny de detecciónsecalcularona partir de la desviaciónestándarde diez

disolucionesdiferentesde Hl-LA a un nivel de concentraciónde 0.04 mg U’. En este
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casoes precisoseñalarque el limite de detecciónobtenidoessimilar al reseñadoen

la bibliografía utilizando preconcentraciónsobre un electrodode pastade carbono

[392].No obstante,el electrodomodificado con NiPC seríamássencillo de emplear,

por ejemplo, como electrodoindicador en sistemasen flujo, dado que no senecesita

preconcentraciónparaobtenerunaseñalmediblea dicho nivel de concentración.

Tabla XXX

Intervalosde linealidady característicasanalíticasde los métodosdesarrolladospara
la determinaciónde BHA y BHT, medianteDPV, empleandoun electrodode pastade
carbonomodificadocon un 2% de ftalocianinade níquel. AEzS0 mV; v= 10 mV s’.

Antioxidante
Intervalode
Linealidad,

mg U’
RSD, %

Límite de
Determinación,

mg U’

Límite de
Detección,

mg U’

BHT

BHA

1.0 - 50.0

1.0 - 30.0

0.10 - 1.0

0.02 - 0.10

2.9

3.lb

0.57

(2.bxIO.6 M)

0.012

(6.6~10~M)

0.17

(7.8~10~ M>

0.0036

(2.0x108M)

a) Nivel de concentración:2.0 mg U’

b) Nivel de concentración:0.04 mg U’
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3.00
I~, yA

2.50

2.00

1.50

1.00

0.50

0.00

CBHT, mg L

Figura 43

Influencia de la concentración de BHT sobre la intensidad de pico, L,,, en DPV, empleando un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de NiPC. Intervalo de concentración: de
1.0 a 50.0 mg U’ BHT. NaH2PO/H3P040.05mal L-

1, pH 2.0; 35% metano!; AE=50 mV; v= 10
mV s’.

8.0

I~, yA

6.0 -

4.0 -

2.0 -

0.0
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0
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Figura 44

Influencia de la concentraciónde ElIA sobre la intensidad de pico, L~, en DPV, empleando un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de NiiPC. Intervalo de concentración: de
1.0 a 30.0 mg U’ BIJA. HCIO

4 0.1 mal U’; 2% metanol; AE=50 mV; v=t0 mV st

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

—l

30.0
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0.30

I~, ¡¿A

0.20 -

0.10 -

0.00

CBHA. ppm

Figura 45

Influencia de la concentración de EHA sobre la intensidad de pico, £9, en DPV, empleando un
electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de NiPC. Intervalo de concentración: de
0.1 a 1.0 mg 12’ BHA. HCIO4 0.1 mo! U’; 2% metanol; AE=5O mV; v=1O mV s’.

25.0

nA
20.0 -

15.0 -

10.0

5.0 -

0.0
0.00 0fl2 0.04 0.06 0.08 0.10

CBHA. ppm

Figura 46

Influencia de la concentración de BHA sobre la intensidad de pico, £9, en DPV, empleandoun
electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de NiPC. Intervalo de concentración: de
0.02 a 0.10 mg U’ DHA. HCIO4 0.1 mo! U’; 2% metanol; AE=50 mV; v=10 mV st

¡ • • u

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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111.2.5.- ESTUDIO DE INTERFERENCIAS

Una vez establecidaslas característicasanalíticasde los métodosdesarrollados

para determinarlos antioxidantesBHT y BHA con el electrodode pastade carbono

modificadocon NiPC, seprocedióa realizarlos estudiosde interferenciasrespectivos

mediantevoltamperometriadiferencialde impulsos.Así, se comprobó,medianteesta

técnica, el efecto que ejerce la presencia de diferentes sustanciasque pueden

encontrarseen mezclascomercialesde antioxidantes,sobre el pico de oxidación del

BHT o del BHA con el electrodomodificado.

En el caso del BHT las sustanciasensayadascomo interferentespotenciales

fueron: ácido cítrico, galatode propilo (PG), tert-butilhidroquinona(TBHQ) y BHA.

En las condicionesexperimentalesutilizadaspara la determinaciónde BIrF, el ácido

cítrico no presentaningúnpico de oxidaciónen el intervalode potencialesbarrido(0.1-

1.0 V), mientrasque, como seobservaen la Figura47, tanto el PG comoel TBHO y

el BI-LA muestran picos de oxidación bien definidos a 0.40, 0.37 y 0.49 V

respectivamente.Estospicossedesarrollanavaloresde potencialbastantealejadosdel

correspondienteal pico de oxidación del BHT, 0.81 V, y por consiguienteno deben

interferir en su medida. Con objeto de confirmar este punto, se registraron los

voltamperogramasdemezclasde 10 mg U’ deBHT y distintasconcentracionesdecada

uno de los compuestosensayadoscomopotencialesinterferentes.

Comoerade esperar,el ácido cítrico no afectaa la medidade la intensidaddel

pico de oxidación del BHT incluso cuandoaquel se encuentraen concentración50

vecessuperiora la del antioxidanteobjeto de estudio,como puedeapreciarseen la

Figura48. Sin embargo,en el casode los otroscompuestosensayados,sóloseobtienen

errores relativos por debajodel 5% para la medidade dicha intensidadcuando la

proporción interferente:BHT es de 5:1, 3:1 y 1:1 para BHA, PG y TBHQ

respectivamente.
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2.50 - __________________________________________

i,pA
2.00 -

1.50 -

1.00 -

0.50 -

0.00

0.0

Figura 47

Voltamperogramas,en DPV, de 10 mg U’ de diversos antioxidantes, sobre un electrodode pasta
de carbono modificado con un 2% de Italocianina de níquel. NaH2PO4/H,P04 0.05 mol U’, pH
2.0; 35% metanol; AE=5O mV; v=1O mV a’.

En los dos primeroscasos,ocurre que proporcionesde compuestointerferente

mayoresa las señaladasdan lugar a picos de oxidación de BElA ó PG muy intensos,

cuyaspartesdescendentesdeformanel pico del BHT lo queprovocaque la medidade

su intensidadseadificil e inexacta.A modode ejemplo,en la Figura49, se muestran

los voltamperogramasde mezclas de BHT y PG. Sin embargo, la interferencia

ocasionadapor el TBHO es de otro tipo y, para relacionesTBHQ:BHT mayoresde

1:1, se produceun aumentoen la alturadel pico de BHT (TablaXXXI>, lo quepuede

achacarsea un pequeño efecto sinérgico cuando se tienen mezclas de los dos

antioxidantes.Este efecto es muy común y es la razón por la que se emplean

comercialmentemezclasde estoscompuestoscomoaditivos en los alimentos.

BHA

PG

mHO

BHT

¡ • u ¡ ¡ •

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E, Y
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2.50

1. I.~A
2.00

1.50

1.00

0.50

0.00

Figura 48

Voltamperogramas, en DPV, de 10 mg L-’ de BHT sobre un electrodo dc pasta de carbono
modificado con un 2% de NiPC (—) en ausenciade ácido cítrico y (- - -) en presenciade 500
mg U’ de ácido cítrico. NaH2PO4/H3P040.05mol U’, pH 2.0; 35% metanol; AE=50 mV; v=10
mV s~

1.
8.0

6.0 -Á

4.0 -

2.0 -

0.0 -

0.0 1.2

Voltamperogramas, en DPV, de 10 mg U’ de BHT empleandoun electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2% de NiPC, (a) en ausenciade PG, (b)-(e) relación PG:BHT de 1:1, 2:1, 3:1
y 4:1 respectivamente.NaH2PO4/H3P040.05 mol U’, pH 2.0; 35% metano!; AE=50 mV; v=10
mVs’.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E. Y

0.3 0.6 0.9

E, V

Figura 49
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Tabla XXXI

Influenciade la presenciade diversassustancias,utilizadasen mezclascomercialesde
antioxidantes,sobre la intensidadde pico, en DPV, de 10 mg U’ de BHT, sobre un
electrodo de pastade carbonomodificado con un 2% de ftalocianina de níquel.
NaH2PO4/H3P040.05 mol U’, pH 2.0; 35% metanol;AE=50 mV; y=l0 mV s’.

SustanciaInterferente PG TBHQ BElA

Relación i~, ¡¿A (BHT) ~ ¡¿A (BHT) ii,, ¡¿A (BHT)

Interferente:BI-IT

0:1 0.619 0.617 0.618

1:1 0.606 (-2.1) 0.632 (2.4) 0.628 (1.6>

2:1 0.600 (-3.0) 0.666 (7.9) 0.633 (2.4)

3:1 0.595 (-4.0) 0.712 (15.6) 0.609 (-1.9)

4:1 - 0.870 (41.0) 0.599 (-3.0)

5:1 - 0.999 (60.8) 0.588 (-5.1)

10:1 - 0.543 (-12.1)

En estaTabla, los valoresentreparéntesisrepresentanel error relativo, en %,

de la medidade la intensidadde pico de BHT.
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Por otro lado,en el estudiode interferenciasdelBRA los compuestosensayados

han sido: BHT, TBHQ, PO, ácido ascórbico,bisulfito sódico y ácido cítrico. Como

puede observarseen la Figura50, en las condicionesexperimentalesempleadaspara

la determinaciónde BI-IA, el BHT, el TBHQ, el PG y el ácido ascórbicomuestran

picos de oxidación bien definidos a 0.70, 0.34, 0.45 y 0.44 V respectivamente.Sin

embargo,tantoel bisulfito sódicocomoel ácido cítrico no presentanpicosde oxidación

en el intervalo de potencialbarrido.

1.60

i,pA

1.20

0.80 -

0.40 -

0.00 -

LOO

Figura 50

Voltamperogramas, en DPV, de 5 mg L’ de (a) TBHO, (b) PG, (c) ElIA, (d) BHT, (e) ácido
ascárbico, (1) bisulfito sódico, y (g) ácido cítrico, empleando un electrodo de pasta de carbono
modificado con un 2% de ftalocianina de níquel. HCIO4 0.1 mol U’; 2% metanol; AE=50 mV;
v=l0 mV s’.

a

d

9

¡ • ¡ 3 1 ¡

0.20 0.40 0.60 0.80
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La proximidad de los potencialesde pico de PG y de ácido ascórbicocon

respectoal de BHA (0.50V) da lugar aquesólo aparezcaun pico de oxidaciónglobal

cuando se registran los voltamperogramasde mezclasde PG y BElA o de ácido

ascórbicoy I3HA <FigurasSIA y 51B). Por el contrario,en la FiguraSIC y SiD puede

observarsecomoseobtienendospicosde oxidaciónbiendiferenciadosparalasmezclas

binariasde BIJA con BHT o con TBHQ.

i, ¿<A
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0.75 1.00

Figura 51

Voltaniperogramas, en DPV, de mezclasbinarias de 5.0 mg 121 de BHA con (A) 5.0 mg U’ de
PG, (B) 5.0 mg 12’ de ácidoascórbico, (C) 5.0 mg LI de BHT, y (13) 5.0 mg U’ de TBHO, sobre
un ejectrodo de pasta de carbono modificado con un 2% de NIPC. HClO4 0.1 sol U~; 2%
metanol; AE=50 mV; v=10 mV s’.
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Con objetode establecerel gradode interferenciadecadacompuestoensayado

se registraronlos voltamperogramasde disolucionesque contenían5 mg L-’ de BIJA

y concentracionesvariablesdelcompuestointerferente.Comoerade esperar,el ácido

cítrico y el bisulfito sódicono interfiereninclusoen unarelacióninterferente:BHAde

100:1.La presenciadeTBHQ afectaa la señalde BIJA dandolugara erroresrelativos,

en la medida de la intensidad,superioresal 5% (véase Tabla XXXII), para una

relación TBHQ:BHA 25:1 o superior. Esto se debe a que cantidadeselevadasde

TBHQ originan un pico de oxidación muy intensocuyapartedescendentesolapacon

el pico de BIJA, produciendoun aumentoen su altura (Figura 52>.

10.0

i,pA -

8.0 -

6.0 -

4.0 -

2.0 -

0.0 -

0.80

E,V

Figura 52

Voltamperogramas, en DPV, de (a) 5.0 mg L’ DHA, (b)-(g) proporciones TBHQ:BHA de 1:1,
2:1, 3:1,4:1, 5:1 y 10:1, respectivamente,empleandoun electrodo de pastade carbono modificado
con un 2% dc NiPC. HCIO4 0.1 mo! U’; 2% metanol; AE=50 mV; v=1O mV r’.
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Por otraparte,el BHT no interfiereparaunarelaciónBHT:BHA de 1:1 (Tabla

XXXII) y, a concentracionesmayoresde BHT, ésteprecipitaen el medio de trabajo

empleado,lo que permite la determinaciónde BElA en presenciade BHT en dichas

condicionesexperimentales.

Tabla XXXII

Influencia de la presenciade diversassustancias,utilizadasen mezclascomercialesde
antioxidantes,sobre la intensidadde pico, en DPV, de 5.0 mg U’ de BHA, sobreun
electrodode pastade carbonomodificadocon un2% de ftalocianinadeníquel. I-1C104
0.1 mol U’; 2% metanol;AE=50 mV; y=10 mV s’.

Sustancia
Interferente

BHT PG TBHQ A. Ascórbico

Relación
Interferente:BHA

ii,, ¡¿A
(BIJA)

i~, ¡¿A
(BIJA)

i,, ¡¿A
(BIJA)

i,,, ¡¿A
(BIJA)

0:1

1:5

1:3

1:2

1:1

2:1

5:1

.10:1

25:1

1.49

-

-

-

1.50

-

-

-

-

1.48

1.49

1.51 (2.0)

1.53 (3.4)

1.56 (5.4)

-

-

-

-

1.50

-

-

-

1.48

1.47

1.52

1.54 (2.7)

1.59 (6.0)

1.50

1.55 (3.3)

1.59 (6.0)

1.75 (16.6)

-

-

En estaTabla, los valoresentreparéntesisrepresentanel error relativo, en %,

de la medidade la intensidadde pico de BHA.
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Finalmente,el PG y el ácido ascórbicointerfieren,esdecir, danlugar a errores

relativosen la medidade la señalsuperioresal 5% para relacionesinterferente:BHA

de 1:1, comopuedeapreciarseen la TablaXXXII.

111.2.6.-DETERMINACION DE BHT EN MUESTRAS DE DIETIL FUER

ESTABILIZADO

Comoha quedadopuestodemanifiestoen el capítulode Introducción,uno de

los usos más importantescomo antioxidantedel BHT, ademásde su empleo en la

industriaalimentaria,es comoaditivo en productosde petróleo[188].De estemodo,

varios disolventesorgánicosentre los que se encuentrael éter etílico ó dietil éter,

contienencantidadesde dicho antioxidanteespecificadasen la etiqueta.

Con objeto de verificar la aplicabilidad del método propuestoutilizando el

electrodode pastade carbonomodificadocon NiPC, se ha determinadoel contenido

de BHT en unamuestrade dietil éterestabilizadoconaproximadamente10 mg L’ del

antioxidante(cantidaddeclaradaen la etiqueta),siguiendoel procedimientodescrito

en la parteexperimental.

Los resultadosobtenidos en el análisis de cinco muestrasde dietil éter se

recogenen la Tabla XXXIII. Como puedeapreciarse,el valor medio encontradoha

sido de 9.6±0.1mg L’, el cual estápróximo a la concentraciónaproximadanominal

de 10 mg L’.

Con el fin de verificar la exactitud del método propuestose llevaron a cabo

estudiosde recuperacióntrasañadir200 ¡¿g de BI-IT a la alícuotainicial de 20 mL de

dietil éter.Los resultadosdeesteestudioseencuentranresumidosen la TablaXXXIV.
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Tabla XXXIII

Determinaciónde BHT en dietil éter, mediantevoltamperometríadiferencial de
impulsos,conun electrodode pastade carbonomodificadoconftalocia.ninade níquel.

Tabla XXXIV

Recuperaciónde BHT en dietil éter, mediante voltamperometríadiferencial de
impulsos,con un electrodode pastade carbonomodificadocon ftalocianinade níquel.
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La concentraciónexperimentalmediaobtenidaparacinco determinacionesfue

de 19.0±0.3mg U’ de BHT lo quese traduceen una recuperaciónmediadel 97±2%,

para un nivel de significación de 0.05. Estos resultadosdemuestranla validez del

métododesarrolladoparala determinaciónde BHT en muestrasde estanaturaleza.

111.17.-DETERMINACION DE BHA EN MUESTRASDE PUREDE PATATA

COMERCIAL ENRIQUECIDAS.

Como ejemplode aplicación del método de análisis de este antioxidanteen

muestrasde alimentos,seha llevado a cabola determinaciónde BElA en muestrasde

puré de patatadeshidratadocomercial,alimento en el queesposibleencontrardicho

antioxidante[413].

Se realizaronestudiosde recuperaciónen un puré de patatacomercialque no

contiene BIJA, pero que sí contenía bisulfito sódico y ácido ascórbico como

antioxidantes.El procedimiento experimentalutilizado, descrito con detalle en el

apartado11.2.3.5., se ha resumidoen el Esquema1.

En primer lugar, dicho procedimiento se aplicó a unamuestrablanco de

1 gramo de puré de patatasin enriquecercon BIJA. En la Figura 53 se muestrael

voltamperograma,endiferencialde impulsos,sobre el electrodomodificadocon NIPC

para la disolución correspondientea estamuestrablanco. Como puede observarse,

apareceuna señal que puede correspondera la oxidación del ácido ascórbicoque

contiene la muestra.Por consiguiente,la intensidadde los picos analíticosen los

estudiosde recuperaciónse midió, en todoslos casos,frentea estacorrientede fondo.

Las muestrasde puré de patatase enriquecieronal nivel de 25 1ug de BHA por

gramode muestra,por lo que, siguiendoel procedimientodescrito,la concentraciónde

BHA en la disolución analítica es de 0.5 mg U’. Comotambiénseapreciaen la
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Figura53, seutilizó el métodode adicionesestándarparadeterminarla concentración

de BHA con objetode minimizar el efectomatriz.

PURE DE PATATA
COMERCIAL

DESHIDRATADO

PULVERIZAR

1r

MUESTRA
lg+25pgBHA

EXTRACCION CON
METANOL:AGUA AL

50%

AGITACION, 3 mm
CENTRIPUGAC ION,

3000 rpm, 5 mm

EXTRACTO

CONCENTRACION
ROTAVAPOR

(n 2 mL)

EN ¡-Ido4
ULTRASONIDOS, 2 mm

r

DISOLUCION ANALITICA
0.5 mg L

1 BHA

DETERMINACION
MEDIANTE DPV

Esquema 1
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1.00

¡~, iA

0.75 -

0.50 -

0.25 -

0.00 -

0.20

E,V

Figura 53

Voltamperogramas, en DPV, sobre un electrodo de pasta de carbono modificado con un 2% dc
ftalocianina dc níquel, de la disolución analítica de las muestrasde puré de patata comercial. (1)
disolución blanco (en ausenciade BHA), (2) muestra enriquecida con 25 pg de BHA, (3)-(6)
adiciones sucesivas de 25 pg dc EHA. HCIO4 0.1 atol U’; 2% metanol; AE=5O mV;
v=1D mV ~

En la TablaXXXV se recogenlos resultadosobtenidosparacinco muestrasde

puré.La concentraciónmediaexperimentalde la disolución analíticafue de 0.47±0.01

mg U’ de BIJA, o lo quees lo mismo, de 23.5±0.5¡¿g de BIJA por gramode puré de

patata, lo que significa una recuperación media del 94±2%para un nivel de

significaciónde o.os.Estosresultadosdemuestranla validezdelmétodopropuestopara

la determinaciónde BIJA en muestrasde este tipo.

6

1 •

0.40 0.60 0.80
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Tabla XXXV

Recuperaciónde BHA, en muestrasde puré de patata deshidratadocomercial,
empleandola técnicade DPV, con un electrodode pastade carbonomodificadocon
un 2% de ftalocianinade níquel. I-1C104 0.1 mal U’; 2% metanol;AB =50 mV; v10
mVs’.

MUESTRA ~ BHA, mg U’ Cexirñm BElA, mg U’ Recuperación,%

1.

2

3

4

5

0.50

0.50

0.50

0.50

0.50

0.464

0.469

0.482

0.470

0.454

92.9

93.7

96.3

93.8

90.8

Por último indicar que, en la actualidad,se estácomprobandola aplicabilidad

del electrodo de pasta de carbono modificado con ftalocianina de níquel como

electrodoindicador en sistemasen flujo para realizar la detecciónelectroquímicade

estosantioxidantescon resultadosbastanteprometedores.
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111.3.- DESARROLLO DE UN ELECTRODO MODIFICADO CON UNA

PELíCULA POLIMERICA DE TETRAAMINOFTALOCIANINA DE

NíQUEL (II). DETERMINACION ELECTROCATALITICA EN

DISCONTINUO Y MEDIANTE INYECCION EN FLUJO DEL

ANTIOXIDANTE BHA

Comoya se pusode manifiesto,un diseñodiferentey muy atractivo,desdeel

puntode vista analítico, de electrodosmodificadoselectrocatalíticoslo constituyenlos

electrodosmodificadoscon películaspoliméricasde ftalocianinasmetálicas.

Dado que en el capítuloanteriorseha empleadola ftalocianinade níquel (II)

comomediadorredox en el electrodomodificadode pastade carbono,en el presente

capítulo se ha procedido a desarrollarun electrodo modificado con una película

polimérica de tetraaminoftalocianinade niquel (II) (Ni-TAPc) generadamediante

electrodeposiciónsobre un electrodode carbonovitrificado, y se ha aplicado a la

determinacióndel antioxidante fenólico BElA con objeto de poder comparar la

potencialidad analítica de ambos tipos de electrodos modificados. Un aspecto

particularmenteinteresantede este trabajoes la posibilidad de utilizar el electrodo

modificado polimérico,dadassus propiedadesmecánicasy químicas,como electrodo

indicadoren sistemasen flujo. No hayqueolvidar, en estecontexto,quelos electrodos

modificados de pastade carbonoadolecende falta de estabilidaden dichossistemas

en flujo puestoque con el tiempo se produceun “hinchamiento” de la pastaque

provocagrandesvariacionesde la línea base.

111.3.1.-CARACFERIZACION DEL MONOMERO 4,9,16,23-TETRAAMINO-

FTALOCIANINA DE NíQUEL <II)

Unavez sintetizadoy purificadoel monómeroNi-TAPc, segúnel procedimiento

experimentaldescrito en el apanado11.3.3.1. y cuya estructurase muestraen el

Esquema II, se ha procedido a caracterizar el producto obtenido mediante
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espectrofotometríaUV-visible, espectroscopiainfrarroja (IR) y voltamperometría

cíclica.

NH2

Esquema II

111.3.1.1.-UV-visible

En la Figura54 semuestrael espectroobtenidoen la región ultravioleta-visible

a partir de unadislolucióndel monómerosintetizadode concentración5.0~10~mol U’,

en un medio 15 M en H2S04.

En dicho espectrose observantresbandasde absorcióny un pequeñohombro

cuyos valores de absorbanciay longitud de onda aparecenrecogidosen la siguiente

Tabla.
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A,nm A

734

384

306

214

0.2442

0.1076

0.2407

0.3225

X, nm
820

Figura54

Espectro Uy-visible de una disolución 5~1O~ mol U’ de 4, 9, 16, 23-tetraaminoftalocianina de
níquel(II), en 1{,S04 15 M.

A
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Estos datos concuerdancon los encontradosen la bibliografía para este

compuesto[401].La bandade 734 nm es la máscaracterísticay, comparandocon el

espectroUV-visible de la ftalocianinade níquel(II) en el mismo medio,puededecirse

que seha producidoun desplazamientobatocrómicoen la longitud de onda de dicha

bandadebido a la presenciade los gruposaminounidos a los anillos bencénicos.

111.3.1.2.-Espectroscopiainfrarroja

El espectrode IR se obtuvo utilizando pastillas de KBr. Dicho espectrose

muestraen la Figura55.

Comopuedeapreciarse,se obtuvieronbandasde absorcióndébilescentradasa

3350 y 3220 cm~’ y una bandaintensaa 1610 cm~’, las cualespuedenser asignadasa

la v~ y y, de tensióny a las vibracionesde deformaciónen el plano de los grupos

amino respectivamente.Se observanasimismootras bandasa 1525, 1490, 1430, 1340,

1260, 1135, 1100, 1040, 830 y 760 cnt’ quepuedencorrespondera la tensióndel enlace

C-N aromáticoy a diversasvibracionesdel esqueletode la ftalocianina [414]. De

nuevo, estos datos espectralesconcuerdanmuy bien con los reportadospara este

compuestopor Achar y col. [401].

111.3.1.3.-Voltamperometríacíclica

Por último, se ha registradoel voltamperogramacíclico de una disolución,

previamentedesoxigenada,de Ni-TAPe 5.0,í0~ mol U’ en dimetil sulfóxido (DMSO)

conteniendocomo electrólitosoportepercloratode tetraetilamonio(TEAP) 0.1 M, y

utilizando comoelectrodoindicadoruno decarbonodevitrificado. El voltamperograma

obtenido se muestraen la Figura 56, llevándosea cabo el barrido de potencialen

sentidoanódicodesde0.0 hasta+ 0.70V. A estevalor se invirtió el sentidodel barrido
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Figura 55

Espectroinfrarrojo de 4,9,16,23~tetraaminoftalOcianinade níquel(II) obtenidoen pastillas de KBr.
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de potencialllegándosehasta-2.0 V. Porúltimo, sebarrió de nuevohaciapotenciales

positivos hasta0.0 V. La velocidad de barridode potencialempleadaha sido de 50

mV s~’.

El par redox reversiblecentradoa + 0.28 V puede asignarseal par

[101,415].El pico anódico intenso que aparecea +0.58 V está presumiblemente

relacionadocon la oxidación del anillo de ftalocianina,y esesteprocesode oxidación

el que conducea la electropolimerizaciónde la Ni-TAPc, ya que el ciclado repetido

desde-0.20 V hastaun potencial menospositivo que al que apareceestaseñal de

oxidación no da lugar a la formación del polímero sobre el electrodode carbono

vitrificado.

i,pA
8.0

4.0

0.0 —

—4.0

—8.0 -

—12.0

—1.50 1.00

Figura 56

Voltamperograma cíclico de una disolución 5.O.1O~ mol U’ de Ni-TAPc en DM50 sobre un
electrodo de carbono vitrificado. Electrólito soporte: TEAP 0.05 mol U’. v=50 mV s’.

¡ • u ¡ ¡

—1.00 —0.50 0.00 0.50

E, V
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Por otra parte,el pico catódicoqueaparecea -0.66 V puedesertentativamente

asignadoal par Ni2~1~, mientrasque los procesosredoxqueocurrena potencialesmás

negativospuedenasignarsea reduccionescon transferenciade un electrónen el anillo

de ftalocianina [101].

111.3.2.-FORMACION DE LA PELíCULA POLIMERICA DE TETRAAMINO-

FTALOCIANINA DE NíQUEL MEDIANTE ELECTRO-

POLIMERIZACION

La electropolimerización se ha realizado siguiendo el procédimiento

experimentaldescritoen el apartado11.3.3.2.,medianteun cicladorepetidoentre-0.20

y + 0.90 V, aplicandouna rampade potenciallineal a unavelocidad de 200 mV st

Dichos barridos cíclicos sucesivosproducen un aumentogradual en la corriente

faradaica,como semuestraen la Figura57, lo cual esindicativo de queseproducela

electropolimerizaciónoxidativa de la Ni-TAPc y la subsiguientedeposición de la

películapoliméricasobre la superficiedel electrodode carbonovitrificado.

El recubrimientopoliméricoaumentaregularmentehastaaproximadamentelos

15 ciclos, tras los cualesel crecimientode la películase ralentiza,ya queamedidaque

aumentael espesorde dicha película, la migraciónelectrónicaa travésde la capade

polímerodepositadase hace máslenta, limitando la velocidadde polimerizacióndel

monómero.

Por otrolado, en la Figura58 aparecenrepresentadoslos voltamperogramasde]

primer y el décimo ciclo, correspondientesa la mismadisolucióndel monómero,pero

ahorainvirtiendo el barridoanódicoa + 0.60 V en lugar de a + 0.90 V. Como puede

observarse,en estascondicionesno seproducela electropolimerización,tal y comose

ha comentadoen el apartadoanterior.

185



Resultadosy Discusión

-4

25.86

15.86

5.080

—5.080

—15.80

a. 9oe

E (U)

Figura 57

Voltamperogramas cíclicossucesivosde una disolución del monómero,Ni-TAPc, 2.0,1(Y~mol 121
en DMSQ, sobre un electrodo de carbono vitrificado. TEA? 0.05 mol U’. v=200 mV s’.
Aparecen registrados los primeros 30 ciclos. E1=-0.2 V, E~= +0.9 V, EF=-O.2V.

100

~,

60

2.0

-2.0
-0.2 00 0.2 0.4 0.6 0.8

E,V

Figura 58

Voltamperogramascíclicosde una disolución del monómero,Ni-TAPc, 2.Od0-~ atol U’ en DM50,
sobre un electrodo de carbono vitrificado. TEAP 0.05 mol U’. v=200 mV s’. Aparecen
registrados los ciclos primero y décimo. E,~-0.2 V, E~= + 0.6 V, E,z .~0.2V

-6.100 e.íoo e.*o 0.500 0.700

~z==zzzz2z<
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111.3.3.-OXIDACION DEL ANTIOXIDANTE BIJA SOBRE EL ELECTRODO

MODIFICADO CON LA PELíCULA POLIMERICA

111.3.3.1.- Optimización del número de ciclos en el proceso de

electropolimerización

El número de ciclos de potencial realizadospara preparar la película del

polímerode tetraaminoftalocianinade níquel(II) sehaoptimizadomidiendola relación

existente entre la corriente de oxidación del DHA y la corriente de fondo para

diferentesrecubrimientos.La técnica electroquímicaempleadapara ello ha sido la

voltamperometriade barrido lineal a una velocidadde barridode 50 mV ~

Paraello se utilizaron disolucionesde BHA de 20 mg 12’ de concentraciónen

un medio I-1C104 0.1 mol L’ y conteniendoun porcentajede metanoldel 2% (y/y).

Comose puedeapreciar,este medio es el mismo que se eligió como óptimo para la

determinaciónvoltamperométricadelantioxidanteconel electrododepastadecarbono

modificadocon ftalocianinade níquel (JI), y quesedescribióen el capítuloanterior.

Los resultadosobtenidos se hallan recogidos en la Tabla XXXVI y están

representadosen las Figuras59 y 60. En la Figura59 semuestrala dependenciade la

intensidadde pico de la señalde oxidación del BHA (ir) y de la corrientede fondo (if)

por separado,con el númerode ciclos realizadopara la deposiciónde la película,

mientrasqueen la Figura60 se representala relacióni~/h.

Comopuedeobservarse,la relaciónentrela corrientede pico del BIJA y la del

fondo es máximapara10 ciclos, por lo queésteha sido el númerode ciclos escogido

paraprepararla películapoliméricay modificarel electrododecarbonovitrificado con

el fin de emplearloen la determinaciónde esteantioxidante.
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Tabla XXXVI

Influenciadel númerode ciclos de potencialaplicadosparala deposiciónde la película
de polímeroen el electrododecarbonovitrificado, sobrela intensidadde pico, ir,, y el
potencial de pico, E~, de la señal de oxidación de BHA empleandoel electrodo
modificadoy mediantela técnicade LSV. Concentraciónde BHA, 20 mg U’ en medio
HClO4 0.1 M - 2% metanol(y/y). v=50 mV st h=corrientedel fondo.

n
0 ciclos, N E~, V i~,¡¿A i~,¡¿A ip/it

2 0.534 4.25 0.166 25.60

5 0.519 5.81 0.194 29.95

10 0.514 8.03 0.228 35.27

15 0.512 9.84 0.379 25.95

20 0.515 10.41 0.644 16.16

25 0.510 10.61 0.849 12.49

30 0.512 11.14 1205 9.24

El recubrimientosuperficialaparente(rTSPP, mol cm2) del electrodomodificado

con el polímerode Ni-TAPc obtenidocon 10 ciclos sucesivossehacalculadomidiendo

el área(y por consiguientela carga>del pico anódicocorrespondienteal par

El valor de la cargamedido es de 3.4L10~ culombios, habiéndosecalculadopT a

partir de la expresión:

Q(cul)
=

n F (cul mol’> A (cm2)
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12.0 ¡

¡~, pA

8.0 -~

4.0 -

0.0

N~ Ciclos

Figura 59

Influencia del número de ciclos de potencial aplicados para la deposición de la película
polimérica, sobre la intensidad de pico, i1» del BHA (e) y sobre la corriente de fondo, ~ (o)
mediante LSV, empleandoel electrodo modificado. 2<) mg 121 de BHA en medio HCIO4 0.1 mol
U’ - 2% metanol (4v). v=50 mV s’.

40

‘BNA”I
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Figura 60

Influencia del número de ciclos de potencial aplicados para la deposición de la película
polimérica, sobre el potencial de pico, E,, y la relación

1p/1f’ mediante LSV, empleando el
electrodo modificado. 20 mg U’ de BHA en medio HCIO

4 0.1 mol U’ - 2% metanol (y/y). v=50
mV s’. (e) ~p/~f; (ID) E,.

0 5 10 15 20 25 30
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El valor de ~T obtenidohasido de 5~10~mol cnt2, querepresentaun valor

límite máximo, ya que el cálculo realizado suponeun 100% de eficiencia en la

formación del polímerode Ni-TAPc sobrela superficiedel sustratoelectródico.

111.3.3.2.- Caracterización del proceso de oxidación del BHA sobre cl

electrodo modificado con la película de polímero

La corriente de pico medida, mediante voltamperometría de barrido lineal, para

la oxidacióndeBHA sobreel electrodomodificadopoliméricoes aproximadamenteel

doble de la obtenidasobre el mismo electrodode carbonovitrificado sin modificar

(Figura 61).

10.0 -

5.0

0.0

0.4 1.2

E
9V

Figura 61

Voltamperogramas dc barrido lineal obtenidos a partir de una disolución de 20 mg U’ de BHA
en medio EdO4 0.1 mol L’ - 2% metanol (y/y), empleando un electrodo modificado con
poli(NiTAPc) (—) y sobre el electrodo de carbono vitrificado sin modificar (- -
v=50 mV s’.

¡
1

~/

0.0 0.8
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Por lo que se refiere al potencialde pico, E~, se desplazaligeramentehacia

potencialesmenospositivos, cuandose empleael electrodomodificado, con respecto

al obtenidosobreel electrododecarbonovitrificado sin modificar (Figura61).Además,

como se muestraen la Figura 60 y en la Tabla XXXVI, dicho potencialpermanece

prácticamenteconstantea partir de 10 ciclos, siendosu valor (+0.51 V) similar al

obtenidopara estecompuestocon el electrodode pastade carbonomodificadocon la

ftalocianinade níquel (II).

Tanto el aumentode la corrientecomo el desplazamientode potencialde la

señalelectroanalíticaobtenidapara la oxidación de BHA demuestranque, como era

de esperar,se produce un aumentoen la velocidad de transferenciaeléctrónica

heterogéneadel procesode oxidacióndel antioxidantesobre el electrodomodificado

con la película de poli(Ni-TAPc).

Este procesosehacaracterizadoestudiandoel efectode la velocidaddebarrido

de potencial,y, en el intervalo de 5 a 2000 mV w’, sobre la respuestaelectroquímica

obtenidaconel electrodomodificadopoliméricomediantevoltamperometríadebarrido

lineal. La disolución de BHA utilizada tiene una concentraciónde 20 mg L-’,

recogiéndoseen la Tabla XXXVII los resultadosobtenidosen esteestudio.

En la Figura62 puedeobservarsecomo la representaciónde la intensidadde

pico, ii,, frentea la raiz cuadradade la velocidadde barrido de potencial,v’~2, muestra

un hábito sigmoidal, indicandoque la corriente no estácontroladaúnicamentepor

difusión. Por otra parte, la Figura63 muestrala variaciónde Jafunción de corriente,

con la velocidadde barridode potencial,it Comopuedeapreciarse,seproduce

un aumentode esta función al aumentary, lo que sugiere de nuevo un control

complejo de la corrientede oxidación del BI-IA, probablementemixto por catálisisy

difusión a travésde la películade polímero.
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Tabla XXXVII

Influenciade la velocidadde barrido de potencialsobrela intensidad,i~, y el potencial
de pico, E~, del BIJA, en LSV, empleandoun electrodo de carbonovitrificado
modificado con unapelícula de poli(Ni-TAPc>. 20 mg L’ BHA en medio HCIO4 0.1
mol U’ - 2% metanol(y/y).

y, mV s~ y’
12, mV’12 ~-1/2 log ti 1,,, «A i~/v”2 E~, V

5 2.24 0.70 1.58 0.705 0.494

10 3.16 1.00 2.16 0.683 0.501

25 5.00 1.40 4.19 0.838 0.511

50 7.07 1.70 7.67 1.085 0.5 12

100 10.00 2.00 10.42 1.042 0.532

200 14.14 2.30 23.20 1.641 0.534

500 22.40 2.70 47.20 2.107 0.549

1000 31.62 3.00 83.90 2.653 0.564

1500 38.73 3.18 108.50 2.801 0.580

2000 44.72 3.30 117.50 2.627 0.584
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Figura 62

Variación de la intensidad de pico, it,, del BHA, con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido
de potencial, y’12, mediante LSV, empleandoun electrodode carbono vitrificado modificado con
una película de poli<Ni-TAPc) 20 mg U’ DHA en medio HCIO,, 0.1 mol U’ - 2% metanol (y/y).
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Figura63

Variación de la función de corriente, i~/v”2, del DHA, con la velocidad de barrido de potencial,
y, mediante LSV, empleandoun electrodo de carbono vitrificado modificado con una película de
poli<Ni-TAPc). 20 mg L’ DHA en medio HCIO

4 0.1 mol U’ - 2% metanol (y/y).
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Los voltamperogramascíclicos de una disolución de 20 mg L-1 de BHA (en

HCIO
4 0.1 mol U’ y 2% en MeOH -y/y-) registradossobre el electrodomodificado

polimérico (Figura 64> muestran,ademásdel pico de oxidación del BHA, un pico de

reducciónmenosintenso,a 0.254 V, que se va desplazandohacia potencialesmenos

positivosal aumentarla velocidad de barrido. La diferenciaentre los potencialesde

pico anódico y catódico, E,., y E~, a la velocidadde 50 mV s’ esde 0.258 V, por lo

que el pico catódico no puede asignarsea la reducciónreversible del productode

oxidaciónformado en el barridoanódicoinicial. De un modoanálogoa lo observado

para el procesode oxidación de BHA en medio micelar y en emulsionesdel tipo

aceite/agua[399],estepico catódicopuedeatribuirsea la reducciónde algúnproducto

de la oxidación del BHA (probablementetert-butilquinona)formadoen unareacción

químicasubsiguientea la reacciónanódicainicial.

9.0 -

6.0 -

3.0 -

0.0 -

—3.0 -

—6.0

Figura64

Voltamperograma cíclico de una disolución de 20 mg U
1 de BHA en medio HClO

4 0.1 mol L
1 -

2% metanol <y/y), sobre un electrodo de carbono vitrificado modificado con una película de
poI4Ni-TAPc) v=5O mV s’.

u u ¡ r

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E.V
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111.3.3.3.- Característicasanalíticas del método desarrolladomediante

voltamperometríade barrido lineal

Utilizando la técnica voltamperométricade barrido lineal, aplicando una

velocidadde barridodepotencialde50 mV st sehaobtenidounarelaciónlinealentre

la intensidadde pico anódicoy la concentraciónde BIJA en disoluciónen el intervalo

de 1.0 a 20 mg U (Figura 65), con un coeficiente de correlación de 0.999. La

pendientede esta curva de calibradoes de 0.48±0.02¿¿A L mg’, y el valor de la

ordenadaen el origen de 0.4±0.2¿¿A.

Con objeto de estimar la precisióndel métododesarrollado,se ha calculadola

desviaciónestándarrelativa, RSD, a partir de los valoresde la corrientede pico, i,,

obtenidaempleando10 disolucionesde BHA con una concentraciónde 1.0 mg L~1 y

realizándoselas medidasen las mismascondicionesexperimentalesque la curva de

calibrado.El valor de RSD resultanteha sido del3.5%, lo queponede manifiestoque

el métododesarrolladoposeeunaprecisiónaceptable.

Los criterios para evaluar los límites de determinacióny de deteccióndel

métodoson los mismosya utilizadosen los capítulosanteriores.Se ha tomado,en esta

ocasión,como estimadorde la desviaciónestándardel blanco la calculadapara la

concentraciónde BIJA más bajadel intervalo ensayado,1.0 mg L-’. Los valoresasí

obtenidoshansido de 0.35 mg U’ de 131-lA (lo quecorrespondea 1.9~1O~ mol Li> para

el límite de determinación,y de 0.11 mg U’ (5.9~10~~ mol L-’) para el limite de

detección.

~s necesariomencionaraquí quese intentaronobtenercalibradosparael BIJA

mediantevoltamperometríadiferencialde impulsosy deondacuadrada,en las mismas

condicionesexperimentalesempleadasen voltamperometríade barrido lineal. Con

ningunade las dos técnicasse pudieronobtenerseñalesde oxidación del compuesto

utilizablesanalíticamente,lo que puedeser debido a quela ¡ventana¡ de tiempo del

experimentoempleadaen ambastécnicas(50 ms de aplicacióndel impulsoy 60 Hz,
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respectivamente>seademasiadocortacomoparaquesepuedaproducir la transferencia

electrónicaasociadaa la reacción electroquímicaa través de la capa polimérica

depositadaen la superficiedel electrodo.No se realizaronexperienciascon ventanas

de tiempo máslargaspuestoqueel objetivo principal de este trabajoha sido evaluar

el electrodopoliméricodesarrolladocomodetectoramperométricoen sistemasenflujo,

dondeno seaplica ningunarampade potencialpara llevar a cabo la detección,sino

tan sólo un potencialconstante.

10.0 -

i~, ¡¿A

8.0 -

6.0 -

4.0

2.0 -

0.0

mg 171

Figura 65

Influencia de la concentración de DHA sobre la intensidad de pico, i~ en LSV, empleandoun
electrodo de carbono vitrificado modificado con una película de poli(NiTAPc). Intervalo de
concentraciónde 1.0 a 20.0mg L’ DHA. HCIO4 = 0.1 mol U’ - 2% metanol (y/y). v=5O mV r’.

¡ ¡ ¡ ¡ ¡
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111.3.3.4.-Estudiode interferencias

En este apartadose ha estudiado,al igual que se ha hecho en el apartado

análogodel capitulo correspondientea la determinaciónde esteantioxidantecon el

electrodomodificado de pastade carbono,el efecto producido por la presenciade

diferentessustanciasquepuedenencontrarsecomúnmenteen mezclascomercialesde

antioxidantesjunto con el BIJA, sobre la señal de oxidación de este antioxidante

empleandoel electrodomodificadopoliméricoy utilizandovoltamperometríadebarrido

lineal. Los compuestosensayadoshansido: BHT, TRIJO, PO, ácido ascórbico,ácido

cítrico y bisulfito sódico.

En las condicionesexperimentalesutilizadaspara la determinaciónde BHA,

tantoel TBHQ comoel PO, a un nivel de concentraciónde 5.0 mg U’, presentanpicos

individualesde oxidaciónbien definidosa +0.33 y +0.53 V, respectivamente.El BI-IT

muestra también un pequeño pico de oxidación a + 0.58 V cuya altura es

considerablementemenorque la observadapara las oxidacionesdel TBHQ y el PO.

Por otro lado, el ácido ascórbicono da lugar a ningunaseñalmediblea estenivel de

concentración,si bien apareceun pequeñohombro a potencialespróximos al de la

señaldeoxidacióndelBIllA paradisolucionesmásconcentradas.Por último, el bisulfito

sódico y el ácido cítrico no exhiben picos de oxidación en todo el intervalo de

potencialesbarrido (0.20-1.0V).

La proximidadentrelos potencialesde pico del PO (0.53 V) y del BIJA (0.51

V) da lugar a la apariciónde un único pico global deoxidacióncuandoseregistranlos

voltamperogramasde mezclasde estosdos antioxidantes(Figura 66). Por el contrario,

seobtienendos picos bien separados,comose apreciaen la Figura67, en el casode

mezclasde BI-IA con TBHQ, y dos picos solapados(Figura 68) para mezclasde BHA

y BHT.
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Figura 66

Voltamperogramas,en 1.8V, empleandoun electrodo de carbono vitrificado modificado con una
película de poli<Ni-TAPc) de mezclasde propil galato y DHA en relacionesPG:BHA <a) 0:1; (b)
1:4; (e) 1:2; (d) 1:1. DHA 5.0 mg U’ en HCIO4 0.1 mol L’ - 2% metanol (y/y). v=50 mV s’.
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Voltamperogramas, en 1.8V, empleandoun electrodo de carbono vitrificado modificado con una
película de poli<Ni-TAFc) de mezclasde TBHO y DHA en relacionesTBHO:DHA <a) 0:1; (b)
1:1; <c) 3:1; <d) 5:1. DHA 5.0 mg 12’ en HC104 0.1 mol U’ - 2% metanol (rbi. v=5O mV st
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Figura 67
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El grado de interferenciade cada compuesto ensayadosobre la señal de

oxidación del BIJA sehaestablecidoregistrandolos voltamperogramasdedisoluciones

que contenían5.0 mg U’ de BIJA y diferentes concentracionesdel compuesto

consideradocomo interferente(TablaXXXVIII).

TablaXXXVIII

Influenciade la presenciade diversassustancias,utilizadasen mezclascomercialesde
antioxidantes,sobrela intensidadde pico, en LSV, de 5.0 mg U’ de BIJA en medio
HCIO4 0.1 mol U’ - 2% metanol(y/y), empleandoun electrodode carbonovitrificado
modificado con una películade poli(Ni-TAPc). ti =50 mV s’.

Sustanciainterferente TBHQ PO A. Ascórbico Bisulfito-Na

Relación
interferente:BIJA

ti,, MA

(BIJA)

ii,, ¿¿A
(BHA)

i,, M~
(BIJA)

it,, M~
(BHA)

0:1

1:10

1:5

1:4

1:2

1:l

2:1

3:1

4:1

5:1

10:1

2.275

-

-

-

-

2.293

2.270

2.278

2.382 (4.7)

2.527 (11.1)

-

2.278

2.363 (3.7)

2.472 (8.5>

2.648 (16.2)

3.302 (44.9)

-

-

-

-

-

-

2.280

-

-

2.398 (5.2)

2.494 (9.4)

2.638 (15.7)

-

-

-

2.276

2.275

2.277

2.488 (9.3)

2.777 (22.0)

199



Resultadosy Discusión

En estaTabla,los valoresentreparéntesisrepresentanel error relativo, en

de la medidade la intensidadde pico de BHA.

El ácido cítrico no interfiere inclusoparauna proporcióninterferente:BHAde

25:1. Sin embargo,el bisulfito sódico afecta a la señal del BHA a partir de una

proporción interferente:BHAde 10:1, lo cual esdebido a que seproduceun notable

aumentoen la corrientedefondo cuandoestánpresentesen disoluciónconcentraciones

elevadas de bisulfito sódico. Como muestra, en la Figura 69 se presentanlos

voltamperogramasobtenidos para mezclas de BHA y bisulfito en diferentes

proporciones.

Por otra parte, el BHT tampocointerfiere paraunaproporción BHT:BHA de

1:1. Además,para concentracionesde BHT superioresa 5.0 mg [2, esteantioxidante

precipitaen el medio de trabajoutilizado para la determinaciónde BIJA, por lo que

no presentainterferenciasobre la señalde oxidación del BIJA.

La presenciade TBHQ afectasignificativamentea la señalde oxidación del

BHA paraunaproporciónTBHQ:BIJA igual o superiora 5:1, habiéndoseobtenidoun

error relativo del 10% en la medidade ]a intensidaddel pico de oxidación del BIJA

paradicha relación.Esto esdebidoaquecantidadesrelativamenteelevadasde TBHQ

originan picos muy intensosdebidosa la oxidación de este compuesto,cuya parte

descendentesolapacon el pico correspondienteal BHA, dandolugar a un error en la

lecturade estaseñalde oxidación,como se puedeapreciaren la Figura67.

Finalmente,tanto el ácido ascórbicocomoel PO interfieren,es decir,danlugar

a erroresrelativosen la medidade la señalde oxidación del BHA mayoresdel 10%,

pararelacionesinterferente:BHAsuperioresa 1:2 y 1:5, respectivamente.
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Figura68

Voltamperogramas, en LSV, empleandoun electrodo de carbono vitrificado modificado con una
película de poli<Ni-TAPc) de mezclasde BHT y DHA en relacionesBHT:BHA (a) 0:1; (b) 1:1;
DHA 5.0 mg U’ en HCIO4 0.1 mol U’ - 2% metanol (y/y). v=50 mV s’.
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Figura69

Voltamperogramas, en LSV, empleandoun electrodo de carbono vitrificado modificado con una
película de poli(Ni-TAPc) de mezclasde bisulfito sádico y DHA en relacionesbisulfito:DHA (a)
0:1; (b) 1:1; <c) 5:1; (d) 10:1; (e) 25:1. DHA 5.0 mg U’ en HCIO4 0.1 mol U’ - 2% metanal
(y/y). v=50 mV &‘.
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111.3.4.-DETERMINACION DE BHA MEDIANTE INVECCION EN FLUJO

CON DETECCION AMPEROMETRICA UTILIZANDO COMO

ELECTRODO INDICADOR EL ELECTRODO MODIFICADO CON LA

PELíCULA POLIMERICA DE FTALOCIANINA DE NíQUEL (II)

Se ha puesto a punto un método de inyección en flujo con detección

amperométricabasado en el procesode oxidación del BIJA sobre el electrodo

modificado con el recubrimientopolimérico de ftalocianinade níquel. Paraello, una

vez escogidoel potencialde trabajo adecuado,se ha estudiadola influencia de las

distintasvariableshidrodinámicas,como son el caudalde la disoluciónportadoray el

volumen de inyección, sobre los parámetrosque definenlas señaleso fiagramas?El

sencillo sistemade inyección en flujo utilizado, descrito en el apartado11.3.1.1.,se

representaen el siguienteesquema.

Bomba Muestra
peristáWca =00pL

111.3.4.1.-Voltamperogramahidrodinámico

En la Figura 70 se muestra el voltamperogramahidrodinámico obtenido,

siguiendoel procedimientodescritoen el apartado11.3.3.5.inyectandovolúmenesfijos

de unadisolución deBIJA de 5.0 mg L~’, en medioHCIO4 0.1 mol L~’ y 2% (y/y) en

metanol, en el caudal de disolución portadora(constituidapor HClO4 0.1 mol [2 y

metanolal 2% -y/y-). Dicho voltamperogramaseha construidomidiendola corriente

total, a cada valor de potencial impuesto al electrodo indicador, en el intervalo

comprendidoentre + 0.20 y + 1.10 V. Como ya se ha dicho en la descripcióndel

sistemaHA utilizado,la célulaempleadahasidode tipo uuwall.Ietu¡ En la mismaFigura

semuestratambiénel voltamperogramahidrodinámicodel fondo.

Portado,’

q 3 3 mL mio 1

Desecho

Detector

--q7cv‘—ap —
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0.0
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Figura70

Voltamperograma hidrodinámico, obtenido mediante inyección en flujo, para una disolución de
5.0 mg U’ de BHA en medio HCIO4 0.1 mol U’ - 2% metanol (y/y), empleando como electrodo
indicador un electrodo de carbono vitrificado modificado con una película de poli(Ni-TAPc).
(o) Voltamperograma hidrodinámico del fondo.Caudal de la disolución portadora: 3.3 mL miii’;
Volumen de inyección: 200 pL.

En el mediodetrabajoutilizadoy empleandoel electrodode carbonovitrificado

modificadocon la películapolimérica,seobtieneun voltamperogramacon unameseta

o !Iplateauiu biendefinidaa valoresde potencialcomprendidosentre + 0.60 y + 0.85 V.

El valor del potencialde ondamedia, E112, esde + 0.56 V, mientrasque el valor de

E~12 medido sobre el electrodode carbonovitrificado sin modificar, en las mismas

condicionesy parala mismadisoluciónde BIJA, esde + 0.62V, lo quede nuevopone

de manifiestounadisminucióndel sobrepotencialnecesarioparala oxidaciónde BHA

al utilizar el electrodomodificado polimérico. En la Figura 71 se muestranambos

voltamperogramas.Además,la altura de la onda sobre el electrodomodificado es

considerablementemayor que la obtenidacon el electrodode carbonovitrificado sin

0.30 0.60 0.90
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modificar. Estos resultadossugieren nuevamenteun aumentoen la velocidad de

transferenciaelectrónicaheterogéneaparala oxidaciónelectroquímicadel antioxidante

sobre el electrodomodificadocon poli(Ni-TAPc>.

8.0

i,pA

6.0 -

4.0 -

2.0 -

0.0 -

1.20

Figura71

Voltamperogramas hidrodinámicos, obtenidos mediante inyección en flujo, para una disolución
de 5.0 mg U’ de BHA en medio HCIO4 0.1 mol U’ - 2% metanol <y/y) sobre (o) electrodo de
carbono vitrificado y (e) empleandoun electrodo modificado con una película de poli(Ni-TAPc).
Caudal de la disolución portadora: 3.3 mL miii’. Volumen de inyección: 200 pL.

Como potencialde trabajopara llevar a cabo la detecciónamperométricadel

BHA se ha escogidoun valor de + 0.70 V, dado que estepotencial estásituado al

comienzo de la mesetadel voltamperogramahidrodinámico. La elección de un

potencialde trabajolo menospositivoposibleimplica unamejoraen la selectividaddel

métododesarrolladoen relacióna la utilización de potencialesmáspositivos.

¡ ¡

0.30 0.60 0.90

E,V
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111.3.4.2.-Optimizacióndc las variableshidrodinámicas

Se ha estudiadola influencia del caudal de la disolución portadorasobre los

parametrosquedefinenlas señaleso fiagramas,estoes, la intensidado altura de pico,

i~,el tiempo de residencia,T, y la anchuradepico, At. Los datosobtenidosse resumen

en la TablaXXXIX y estánrepresentadosen lasFiguras72, 73 y 74. Puedeobservarse

comoal aumentarel caudalde la disoluciónportadoraaumentala intensidadde pico,

disminuyendoel tiempo de residenciay la anchurade pico. Esteefectoes debidoa la

mayor dispersiónde la porción de muestraintroducidaen la corrientede portadoral

disminuir su velocidaden el sistemade flujo [416].Por tanto,con el fin de alcanzarla

máximasensibilidady al mismo tiempo reduciren lo posiblela duracióndel análisis,

se ha escogidopara estudiosposterioresun cauda]de 3.3 mL mli’, e] másalto de]

intervalo ensayado.

Utilizando e] caudal mencionadoanteriormentey manteniendolas mismas

condicionesexperimentalesrestantes,se ha estudiadola influencia del volumen de

inyección sobre los parámetroscaracterísticosdel fiagrama(Figura 75). Como puede

apreciarse,al aumentarel volumende inyección se produceun ligero aumentode la

intensidadde pico pero,sin embargo,la anchuraaumentaconsiderablemente.Por otro

lado, lógicamente,el tiempo de residenciaaumentatambiénal aumentarel volumen

de inyección.A la vistade estosresultadosseha escogidoun volumende inyecciónde

200 ~L como valor de compromiso entre una buena sensibilidad y una elevada

capacidadde muestreo.En estas condiciones experimentales,se puedenanalizar

aproximadamente20 muestraspor hora realizandolas inyeccionespor triplicado.
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TablaXXXIX

Influencia del caudal de la disolución portadorasobre la intensidad,IP, el tiempo de
residencia,T, y la anchura, &t, de la señal obtenida mediante FI con detección
amperométricaempleandoun electrodode carbonovitrificado modificadoconpoli(Ni-
TAPc). 5.0 mg L’ BlM en medioHCíO4 0.1 mol 12 - 2% metanol(y/y). Volumen de
inyección: 200 ML. Eap= + 0.70 V.

Caudal(q), mL miw’ i,, yA T, s át, s

0.367 0.115 32.4 25.2
0.450 0.200 21.6 19.8
0.560 0.320 15.1 12.6
0.670 0.400 14.4 10.8
0.767 0.510 13.0 9.0
0.893 0.630 12.0 7.5
1.024 0.720 11.0 6.8
1.164 ¡ 0.810 9.8 6.0
1.312 0.886 9.0 5.5

1.452 0.990 7.7 5.0
1.577 1.080 7.5 4.8

1.692 1.150 7.0 4.7

1.810 1.180 6.5 4.5
1.903 1.260 6.4 4.2

1.990 1.340 6.3 4.0

2.080 1.390 6.0 3.5

2.187 1.450 5.5 3.2
2.283 1.520 5.3 3.0

2.389 1.600 5.1 2.7

2.500 1.650 5.0 2.5
2.750 1.750 4.9 2.2

3.000 1.850 4.8 1.9
3.300 1.900 4.7 1.7
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Figura 72

Influencia del caudal dc la disolución portadora sobre la intensidad de pico, i~, de 5.0 mg U’ de
BHA en medio HCIO4 0.1 mal U’ - 2% metanol (vii’), empleandocomo electrodo indicador un
electrodo modificado con una película de poli(Ni-TAPc). V,,200 4; ~ +0.70 V.
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Caudal. mL min
1

Figura73

Influencia del caudal dc la disolución portadora sobre el tiempo dc residencia, T, dc 5.0 mg 12’
dc BHA en medio HCIO

4 0.1 mal U’ - 2% metanol (vii’), empleandocomo electrodo indicador
un electrodo modificado con una película de poli(Ni-TAPc). Vi,,, 200 pL; Ea,,= 0.70V.
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1’1’¡•~’

0.0 05 1.0 1.5 2.0 2.5

Caudal, mL miW1

Figura 74

Influencia del caudal de la disolución portadora sobre la anchura de pico, At, dc 5.0 mg U’ de
BHA en medio HCIO

4 0.1 mol U’ - 2% metanol (y/y), empleandocomo electrodo indicador un
electrodo modificado con una película de poli(Ni-TAPc). V1~~=200 pL; E,~= +0.70 V.

t,s

Figura 75

Influencia del volumen de inyección sobre la respuestaamperométrica de 5.0 mg LA de BHA en
medio HCIO4 0.1 mol L’ - 2% metanol (y/y), empleando como electrodo indicador un
electrodo modificado con una película de poli(Ni-TAPc). (1) 90 pL; <2) 200 pL; (3) 300pL;
(4) 600 pL.Caudal: 3.3 mL mil

1; E.~,=+0.70 V.
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111.3.4.1-Característicasanalíticasdel método

En el mediode trabajoutilizado, HCIO4 0.1 mol L’ y 2% en metanol(y/y), se

hanobtenidorelacioneslinealesentrela intensidaddepico y la concentracióndeBHA

en los siguientes intervalos: 0.01-0.10, 0.10-1.0 y 1.0-10 mg 121. Los calibrados

correspondientesestánrepresentadosen las Figuras 76, 77 y 78, respectivamentey, a

modode ejemplo, en la Figura79, se muestrael fiagramaobtenidoparael calibrado

en el intervalo de concentracionesintermedio.

En la Tabla XL aparecenrecogidoslos parámetroscaracterísticosde dichos

calibradosy las característicasanalíticasdel métodode inyecciónen flujo desarrollado.

Para el cálculo de los límites de deteccióny de determinaciónse han aplicado los

mismoscriterios empleadosen apartadosanteriores,a partir de las señalesobtenidas

por inyecciónrepetida(n= 10) de diferentesdisolucionesde 0.05 mg LI de BIJA.

40.0

nA

30.0

20.0 -

0.0 -1

0.0
0.00

• 1 • 1 U

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

CINA, mg

Figura76

Influencia de la concentración de BHA sobre la intensidad de pico, i,, obtenida mediante
inyección en flujo con detecciónaniperométrica, empleando como indicador un electrodo de
carbono vitrificado modificado con una película de poli(Ni-TAPC). Intervalo de concentración:
de 0.01-0.10mol U

1 en medio HC10
4 0.1 mol U’ - 2% metanol (vii’>. V¡,1g

200 pL; caudal: 3.3
mL miii’. H

3~,=+0.7OV.
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0.40

I~, ¡¡A

0.30 H

0.20 -

0.10

0.00
0.00

0BHA. mg ¡71

Figura77

Influencia de la concentración de BEA sobre la intensidad de pico, L,, obtenida mediante
inyección en flujo con detección amperométrica, empleado como indicador un electrodo de
carbono vitrificado modificado con una película de poli(Ni-TAPc). Intervalo de concentración:
0.10-1.0 mol U’ en medio HCIO

4 0.1 mcl U’ - 2% metanol (y/y). V,,,~=20O pL; caudal: 3.3
¡nL min’. ~ = +0.70 V.

4.0

I~. yA

3.0 -

2.0 -

1.0 -

0.0

CIHA, mg [71

Figura 78

Influencia de la concentración de BH.A sobre la intensidad de pico, i,, obtenida mediante
inyección en flujo con detección amperométrica, empleado como indicador un electrodo de
carbono vitrificado modificado con una película de poli(Ni-TAPc). Intervalo de concentración:
1.0-10.0 mcl U’ en medio liCEO4 0.1 mol LA - 2% metanol <vIi’). V,,~,=2O0 4; caudal: 3.3
mL min’. E.~= +030 y.

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

¡ u

0.0 2.0 4.0 8.0 8.0 10.0
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Los valores obtenidos son ligeramentemejores que los alcanzadoscon un

electrodode pastade carbonomodificado con ftalocianinade níquel. Asimismo, la

desviaciónestándarrelativadel 1.8% ha sido calculadaa partir de 10 inyeccionesde

BIJA de 0.05 mg 12. Comopuedeapreciarse,se obtieneunaprecisiónmuy aceptable

parael nivel de concentraciónensayado,así comounabuenasensibilidaddel método

HA desarrollado.Por otro lado, se han efectuado65 inyeccionesrepetidasde una

misma disolución de 5 mg L’ de BHA, realizandotodas las medidascon un mismo

electrodo modificado con poli(NiTAPc) sin aplicar ningún tipo de limpieza o

pretratamientosuperficialdel electrodo.El valor deRSD obtenidoenestaseriehasido

del 2.2%. El conjuntode estosdatosdemuesttanclaramentela potencialidadanalítica

del electrodomodificadopolimérico de Ni-TAPc en particulary, engeneral,del diseño

de electrodosmodificadoscon polímerosde ftalocianinasmetálicas.

i, yA
0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

tiempo, mm

Figura 79

Fiagrama obtenido por inyección de disolucionesde (1) 0.1; (2) 0.2; (3) 0.3; (4) 0.4; (5) 0.5; (6)
0.6; (7) 0.7; (8) 0.8; (9) 0.9; <10) 1.0 mg U’ EHA en medio HCIO4 0.1 mcl U’ - 2% metanol
(y/y) empleandocomo electrodo indicador un electrodo de carbono vitrificado modificado con
una película de poli(NI-TAPc). ‘.%= 200 pL; caudal: 3.3 mE miii’. E.c +0.70 V.

lo

¡ • ¡ • ¡ ¡ ¡ ¡

0 10 20 30 40 50 60

211



Resultadosy Discusión

Tabla XL

Curvasdecalibradoy característicasanalíticasdelmétodoFI parala determinaciónde
BIJA empleandocomo electrodoindicador,a un potencialconstantede + 0.70 V, un
electrodode carbonovitrificado modificadocon unapelículade poli(Ni-TAPc). HCIO4
0.1 mol L-’ - 2% metanol(y/y).

Intervalo de concentración,mg Jjl 0.01 - 0.10 0.10 - 1.0 1.0 - 10.0

Coeficientede correlación,r 0.998 0.997 0.997

Pendiente,MA L mg 0.35±0.01 0.359±0.006 0.363±0.007

Ordenadaen el origen, MA 0.003±0.001 0.039±0.004 0.07±0.04

Límite de detección,yg U’
(mol U’)

2.7
(1.5~10~~)

Límite de determinación,j¿g [2
(mol U’)

9.3
(5.0~10~)

RSD, % 1.8
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111.3.4.4.-Estudiode interferencias

En este apartadose ha estudiadoel efecto de la presenciade las mismas

sustanciasya mencionadasen el apartado111.3.3.4 sobre la señaldel BIJA obtenida

medianteinyecciónen flujo condetecciónamperométricasobreel electrodomodificado

políméricamente.

En las condicionesexperimentalesutilizadas para la determinaciónde BIJA,

todas las sustanciasensayadas,exceptoel ácido cítrico, dan lugar a picos FIA bien

definidos a un nivel de concentraciónde 0.5 mg 12’ (Figura 80). El grado de

interferenciade cadauno de los compuestosensayadosse haestablecidorégistrando

los fiagramas de disoluciones que contienen 0.5 mg LA de BIJA y distintas

concentracionesde las sustanciasconsideradascomo potencialesinterferentes.

0.6

1, yA

0.4 -

0.2 —

0.0 -

o 10 20

tiempo, mm

Figura80

Fiagramas obtenidospor inyección dc 0.5 mg L’ de cadaantioxidante individualmente, empleando
como electrodo indicador un electrodo de carbono vitrificado modificado con una película de
poli(Ni-TAPc). HCIO4 0.1 mol U’ - 2% metanol (vii’). V~,~=

2OO pL; caudal: 3.3 mL miii’.
E~~=+O.7Oy.
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Comoerade esperar,el ácido cítrico no interfiere inclusocuandola proporción

relativaácido cítrico:BHA es de 50:1. Sin embargo,comose apreciaen los resultados

que seresumenen la Tabla XLI, el resto de los compuestosensayadosdan lugar a

erroresrelativosen la medidade la intensidadde la seña]de oxidación del BIJA por

encimadel 10%paralas relacionesdeconcentracióninterferente:BHAde 2:1, 1:2, 1:10,

1:4 y 1:5 para bisulfito sódico,BHT, TRIJO, ácido ascórbicoy PG, respectivamente.

Como puede observarse,la tendenciaes similar a la obtenida mediante

voltamperometríade barrido lineal, aunque,como era de esperar,se produceuna

interferenciamásseverapor partede los compuestosensayadoscuandose empleala

técnicá de inyección en flujo con detecciónamperométricaa potencial constante.

Especial mención debe hacersepara el caso del TBHO, cuya intensa señal de

oxidación,en LSV, aparecea un potencialconsiderablementemenorqueel del BIJA,

dandolugar,porconsiguiente,a picosHA muy intensos(verFigura80), queocasionan

un importanteerror.

El problemacausadopor la presenciade estoscompuestosinterferentescuando

se pretendedeterminarBIJA por inyecciónen flujo con el electrodomodificado con

la película de poli(Ni-TAPc), puede convenirseen una importanteventaja para la

detección amperométrica de estos antioxidantes tras su separación mediante

cromatografía líquida, en el caso de tener que realizar el análisis de muestras

complejas. De hecho, la respuestaamperométricaobservadapara todos estos

antioxidantes (Figura 80) permite su detecciónelectroquímicasobre el electrodo

modificado con el polímerode tetraaminoftalocianinade níquel (II).
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Tabla XLI

Influenciade la presenciade diversassustancias,utilizadasen mezclascomercialesde
antioxidantes sobrela intensidadde pico, 1,,, obtenida por inyecciónen flujo, de 0.5
mg J~1 de BI-IA en medio HCIO4 0.1 mol U’ - 2% metanol(y/y), empleandocomo
electrodoindicadorun electrodode carbonovitrificado modificadocon unapelículade
poli(Ni-TAPc). Vfry=

200 ML; caudal:3.3 mL min’. Ea~= +0.70 V.

Interf. TBHQ BHT PG Acido Bisulfito
Ascórbico sódico

Int:BHA i~, ¡¿A h» MA ir,, MA i~, ¡¿A ii,, ¡¿A
(BIJA) (BHA) (BIJA> (BIJA) (BIJA)

0:1 0.199 0.198 0.198 0.199 0.199

1:25 0.210 (5.5) - - -

1:10 0.235 (18.0) - 0.208 (5.0) -

1:5 0.263 (32.2) - 0.232 (17.2) 0.200

1:4 - 0.207 (4.5) - 0.213 (7.0) -

1:3 - - 0.239 (20.1) -

1:2 0339 (70.3) 0.217 (9.6) 0.259 (30.8) 0.251 (26.2) -

1:1 - 0.238 (20.2) - 0.308 (54.8) 0.207 (4.0)

2:1 - 0.282 (42.4) . - 0.228 (14.6)

En estaTabla,los valoresentreparéntesisrepresentanel error relativo,en %,

de la medidade la intensidadde pico de BIJA.
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111.3.4.1-Determinaciónde BHA en galletas

Comoaplicación del método desarrolladoal análisis de compuestosorgánicos

de interés en muestrasde alimentos, se ha llevado a cabo la determinacióndel

antioxidanteBIJA en galletascomercializadas,empleandola técnicade inyección en

flujo con detecciónamperométricautilizando unacélulade flujo de tipo ‘wall-jet” y un

electrodo de carbono vitrificado modificado con poli(Ni-TAPc) como electrodo

indicador.

Estadeterminaciónse harealizadoen muestrasdegalletasdeconsumohabitual

(Chiquilín, Artiach) que contienenuna cantidad desconocidade BHA como único

antioxidante,segúnsedeclaraen el paquetedelalimento.Deacuerdoconla legislación

alimentariaespañola,la cantidadmáximade antioxidantesfenólicospermitidaen este

tipo de alimentos es de 0.3 g por Kg de galletas.El procedimientoexperimental

utilizado, queseha descritoen el apanado11.3.3.6.apareceresumidoen el Esquema

III.

La cantidadde BIJA en la muestrase hadeterminadoaplicandoel métodode

las adicionesestándarpara minimizar el efecto matriz. Utilizando el procedimiento

para el tratamientode la muestramencionadoanteriormente,se obtuvo un calibrado

lineal con un valor de la pendientede 0.25±0.04¡¿A L mg~’. Esta pendientees

significativamentemenorque la obtenidaen el calibradocon disolucionespatrón de

B1-LA~ (véasela Tabla XL), por lo quees evidentela existenciade un efectomatriz y

por lo tanto, la necesidadde utilizar el métodode las adicionesestándarparaefectuar

los análisis.

Los resultadosobtenidospara cinco determinacionesde BIJA en las muestras

degalletasseresumenen la TablaXLII, habiéndosecalculadoel intervalodeconfianza

para un nivel de significaciónde 0.05. Como puedeobservarse,la cantidadde BIJA

encontrada(182±6¡¿g g’) está por debajo del máximo contenido permitido de

antioxidante.
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Debe hacersehincapié en la sencillez del procedimientoaplicado, ya que la

disoluciónanalíticade la muestrase preparadirectamentea partir de unaalícuotade

2 ml del extracto de la muestra en metanol-aguaal 50%, con la consiguiente

simplificación del método analítico.

GALLETAS

PULVERIZAR

MUESTRA
lg

EXTRACCION CON AGITACION, 3 mm
METANOL:AGUA CENTRIFUGACION

AL 50% 3000 rpm, 5 mm

EXTRACTO

ALICUOTA 1
2 mL

DISOLUCION ANALITICA

INYECCIONES
200 pL

__________________________________ r

EsquemaIII

DETERMINACION POR INYECCION
EN FLUJO CON DETECCION

AMPEROMETRICA
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Tabla XLII

Determinaciónde BIJA enmuestrascomercialesdegalletaspor inyecciónen flujo con
detecciónamperométrica,empleandocomoelectrodoindicadorun electrododecarbono
vitrificado modificado con una película de poli(Ni-TAPc). HClO4 0.1 mol L~’ - 2%

metanol(y/y). V.~=200 ¡¿L; caudal:3.3 mL min’. E8~ = +0.70 V.

su-’

Muestra BIJA, j¿~ g
4

de muestra

Y, ~g g’
si,.,

Vii

1 179

2 177

3 183 182 ±5 182±6

4 183

5 190

Con objetode evaluarla exactituddelmétodopropuesto,se han llevado acabo

estudiosde recuperacióntrasañadirunacantidadconocidade BIJA a la muestraantes

de realizarel procesode extracción.Así, las muestrasde aproximadamente1 g de

galletas se enriquecieron con 100 ~g de BIJA, aplicándosea continuación el

procedimientode extraccióndescritoanteriormente.Obviamente,paradeterminarla

cantidad de BIJA recuperadase ha aplicado, de nuevo, el método de las adiciones

estándar. En la Tabla XLIII se recogen los resultados obtenidos para cinco

recuperaciones.La concentraciónmediaexperimentalobtenidaen la disoluciónanalítica

para las cinco determinacionesha sido de 282±5mg [2, lo que se traduce en una

recuperaciónmediadel 100±2%paraun nivel de significación de 0.05. La desviación

estándarrelativaes de 1.6%.
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TablaXLIII

Estudiode recuperacióndeBIJA en muestrascomercialesde galletasenriquecidascon
100 ¡¿g de BIJA por gramo de galleta,empleandola técnicade inyecciónen flujo con
detecciónamperométricay utilizando como electrodo indicador un electrodo de
carbonovitrificado modificadoconunapelículade poli(Ni-TAPc). HCIO4 0.1 mol L’ -

2% metanol (y/y). Vmy=
200 ¡¿L; caudal:3.3 mL mirí’. Ea,,= +0.70 V.

Muestra

BHA, ¡¿g g’ a

Recuperación,%Añadido Total

Teórico Experimental

1 287 102

2 284 101

3 100 282 278 98

4 278 98

5 285 101

a Concentraciónen la muestrade galletas

En conclusión,puede decirseque estos resultadosdemuestranla validez del

electrodomodificadocon el polímerode tetraaminoftalocianinade níquel(II) para ser

utilizadocomodetectoramperométricoensistemasen flujo. Obviamente,esteelectrodo

esasimismosusceptiblede ser aplicado a la detecciónelectroquímicadespuésde una

cromatografíalíquida cuandoestén implicadas,como se ha dicho, mezclascomplejas

de compuestosde estetipo.

219



Resultadosy Discusión

111.4.- DESARROLLO DE UN BIOSENSOR AMPEROMETRICO

ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DEL ANTIOXIDANTE

BHA EN UN MEDIO DE MICELAS INVERSAS

Como ya se ha puesto de manifiesto en la introducción, el desarrollo de

biosensoresesun áreade crecienteinterésen muchasramasde la Cienciadebidoa la

potencialidadque estos dispositivospresentanpara la deteccióny determinaciónde

distintos tipos de analitos en diferentes muestrasde interés ambiental, clínico o

alimentario.Como también se ha comentado,entre los biosensoreselectroquímicos,

quizá los másprometedores,fundamentalmenteen términosde sensibilidad,seanlos

biosensoresamperométricoslos cualesmonitorizan las corrientesfaradaicasque se

producencuandose intercambianelectronesentreun sistemabiológico y un electrodo

mantenido a un potencial constante adecuado. De entre los biosensores

amperométricos,los masutilizados son, sin lugar a dudas,los electrodosenzimáticos,

tantoqueel términogenéricobiosensoresamperométricosseempleanormalmentepara

nombrardichos electrodos.Como ya se ha indicado, estosdispositivoscombinanlas

ventajasde la especificidadparael reconocimientode moléculaspanicularesde interés

con la transduccióndirectade la velocidadde reacciónen unacorriente.

El desarrollode biosensoresamperométricosenzimáticosse ha llevado a cabo

tradicionalmenteenmediosacuosos.No obstante,recientementeseha demostradopor

los grupos de Turner y Wang, que es posible producir biocatálisis en disolventes

orgánicos,habiendomostradoestosbiosensoresen faseorgánicaciertaspropiedades

ventajosasque sediscutieronen el apartadode la Introducción.

Por lo que respectaa los sistemasmicelaresinversos,sehanexpuestotambién

las ventajasmásimportantesquepuedenesperarsede la utilización de dichasmicelas

como mediosde trabajoparalas reaccionesenzimáticas.

Como también se ha comentado ya, recientementeen nuestro equipo de

investigación,se ha demostradola utilidad de los electrodosenzimáticosen micelas
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inversasparala determinaciónde varioscompuestosfenólicosincluidos en la relación

de contaminantesprioritariosde la EPA (EnvironmentalProtectionAgency) [165].La

reacción enzimática empleadaimplica la oxidación del compuestofenólico por el

oxígeno,catalizadapor tirosinasa,monitorizándoseamperométricamentela reducción

de los productosquinónicosliberados:

Tirosinasa
CompuestoFenólico + 02 - ProductoQuinónico + [120

Dado que el antioxidante BIJA es asimismo un compuestofenólico, se ha

pensadoen la posibilidad de utilizar este mismo esquemabiocatalítico para su

determinación.Las condicionesde preparacióndel electrodo,la composiciónde las

micelasinversasy la activacióndelelectrodoenzimáticoson,por consiguiente,análogas

a las empleadasen dicho trabajo.Así, e] electrodose preparópor adsorcióndirectade

la tirosinasasobre la superficiede un electrodode disco de grafito segúnseexplicaen

el apanado11.4.3.1.,y las micelasinversasse hanformadocon acetatode etilo como

disolventeorgánico,AOT (dioctilsulfosuccinato)comoagenteemulsificantey regulador

fosfato de pH 7.4 comofaseacuosa.El procedimientode activacióndel electrodose

detallaen el apartado11.4.3.2.

La Figura81 muestralos registrosintensidad-tiempoobtenidoscon el electrodo

enzimático(a) y sobreel electrododegrafito sin enzimadepositada(b), a un potencial

de -0.20 V en el medio micelar inverso mencionadoanteriormente,para adiciones

sucesivasde 50 ML de la disolución patrón de BIJA.

Como puedeapreciarse,el electrodode tirosinasaexhibeunarespuestarápida

a los cambiosen la concentracióndel sustrato,alcanzándosela corriente en estado

estacionarioen 60 segundos.Estarápidarespuestaestáfavorecidapor el hechode no

existir ningunabarreraen forma de membranasobre la superficiedel electrodo.Por
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otra parte, no seobservaningunaseñalamperométricamedibletras las adicionesde

Hl-JA cuando seempleael electrodode grafito sin enzimainmovilizada.

Figura 81

Curvas intensidad-tiempo obtenidas en medio micelar inverso por adicionessucesivasde 50 pL
de una disolución patrón de BHA 0.1 mol Ii’. (a) electrodo de tirosinasa en el medio inicelar
inverso formado por AOT 0.1 mol LA en acetatode etilo y 4% de faseacuosa.NaH2PO4/NaOH
0.05 mol U’, pH&7.4. (b> electrodo de grafito en el mismo medio. T 25~ C. B.~= +0.20 Y.

Seguidamentese expondrán los resultados obtenidos en el estudio de

optimizaciónde las variablesexperimentalesimplicadas.

0.1 pA~j~,
60s

a

b
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111.41.-OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES

Las condicionesóptimasde trabajo paraobtenerla mejor señalanalíticaen la

determinaciónde esteantioxidante,en micelasinversas,con el biosensorde tirosinasa,

se hanestablecidomedianteamperometríaa potencialconstanteen las disoluciones

agitadasa unavelocidadcontrolada.En todos los estudiossehautilizado el electrodo

preparadocomosedescribeen el apartado11.4.3.1.y activado segúnel procedimiento

del apartado11.4.3.2.

111.4.1.1.-Influenciadel potencialaplicado

En primer lugarsehaestudiadocomoafectael potencialimpuestoal electrodo

enzimático a la respuestaamperométricaobtenidapara unaconcentración2.0~10~

mol Ls’ de BHA en el mediomicelar inverso formadopor unadisolución 0.1 mol LP

de AOT en acetatode etilo conteniendoun 4% de faseacuosa(reguladorfosfato de

pIJ 7.4). Los resultadosobtenidosse recogenen la Tabla XLIV y serepresentanel

la Figura82.

Como se puedeobservaren dicha Figura, la señalaumentarápidamenteentre

+ 0.10 y -0.25 V, despuésde lo cual se produce una disminución gradual de la

respuesta.Además,a -0.25 V ó potencialesmás negativosapareceun precipitado

blancoadheridoa la superficiedelelectrodoquepuededebersea la polimerizacióndel

productoquinónico quese forma en la reacciónenzimáticaa dichospotenciales.La

respuestaobtenida es máxima a potencialescomprendidosentre -0.15 y -0.25 V,

habiéndose escogido como potencialde trabajopara los restantesestudiosun valor

de -0.20 V.
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Tabla XLIV

Influencia del potencial aplicado sobre la respuestaamperométricade un electrodo
enzimáticode tirosinasapara 2.0d0~~ mol Li de BIJA en el medio micelar inverso
formado por AOT 0.1 mol L’ en acetatode etilo y 4% de fase acuosa.NaH2PO4/
NaOH 0.05 mol L~’, pH=7.4.T = 25~ C.

Eap,V 1, ¡¿A

0.20

0.10

0.00

-0.05

-0.10

-0.15

-0.20

-0.25

-0.30

-0.35

-0.40

-0.50

-0.60

0.00

0.00

0.19

0.23

0.30

0.40

0.41

0.40

0.38

0.33

0.21

0.11

0.04
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111.4.1.2.- Influencia de la temperatura

En este apartadose ha estudiadocomo influye la temperaturaa la que se

encuentrala emulsiónde trabajosobre la señalobtenidaa un nivel de concentración

de BHA de 2.0~10~~ mol U1. Las restantescondicionesexperimentalesson análogasa

las del apartadoanterior, siendoel potencialaplicado al electrodode -0.20 V. Los

resultadosse resumenen la TablaXLV y estánrepresentadosen la Figura 83.

Tabla XLV

Influencia de la temperatura de la emulsión de trabajo sobre la respuesta
amperométricade 2.0

11W
3 mol U’ de BIJA en el medio micelar inversoformadopor

AOT 0.1 mol L’ en acetatode etilo y 4% de faseacuosa.NaIJ
2PO4/NaOH0.05 mol

L~’, pH=7.4. E8~=-0.20 V.

Temperatura,
0C ¡, ¡¿A

3.0 0.00

10.0 0.25

15.0 0.27

20.0 0.29

25.0 0.40

27.5 0.45

30.0 0.47

35.0

40.0
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0.50

1. yA
0.40 -

0.30 -

0.20 -

0.10 -

0.00

0.20
¡ • ¡ • ¡

0.00 —0.20 —0.40 —0.60

E,

Figura 82

Influencia del potencial aplicado a un electrodo enzimático de tirosinasa sobre la respuesta
amperométrica de 2.0,10~mol U’ de BHA en el medio micelar inverso formado por AOT 0.1 mol
U’ en acetatode etilo y 4% de rase acuosa.NaH2PO4/NaOH 0.05 mol U

1, pH&1.4. T = 250 C.

0.60

i, yA

0.40 -

0.20 -

0.00 -

o lo 20 30

Temperatura, C

Figura 83

Influencia de la temperatura de la emulsión de trabajo sobre la respuestaamperométrica de
2.0

11W
3 mol LA de BIIA en el medio micelar inverso formado por AOT 0.1 mol U’ en acetato

de etilo y 4% de fase acuosa.NaH
2PO4/NaOH 0.05 mol U’, pH7.4. E11>=-0.2O Y.

e., e

e
e

e e
e

e

e
e e
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e
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Como se puedeapreciar,la intensidadaumentade forma regularal aumentar

la temperaturadesde3.0 hasta30.0~C.A partir de estevalor seobtienenseñalesmuy

distorsionadaso incluso ninguna señal medible, lo que puede atribuirse a una

desactivaciónreversiblede la enzimaa temperaturaselevadas,ya queseha observado

corno el mismo electrodoenzimáticoconel queno seobtieneseñala 40 ~C,vuelvea

proporcionarla mismaseñalqueapareceen la Tabla XLV, cuandola temperaturase

bajade nuevoa 25 ~C.Se haescogidoparalos restantesestudiosuna temperaturade

25 0C.

111.4.1.3.-Influenciadel contenidode faseacuosa

En esteestudiose ha tratadode establecercual es el contenidode faseacuosa

en las micelas inversas(regulador fosfato de pH 7.4), que a partir de ahora

designaremoscomo% de H
20, queproporcionaunamejor señalparala determinación

de BI-1A en estemedio.Paraello seha estudiadocomovaríala respuestadel biosensor

hacia2.0,10~~ mol ti de BIJA cuandose modifica dicho % de H~O entreun 1 y

un 6%.

Los resultadosse recogenen la TablaXLVI y serepresentanel la Figura84.

Como puede observarseen la representaciónde i vs. % H20, la corriente

alcanzasu máximovalor paraporcentajesentreel 4.5 y el 5%, indicandoque, en este

intervalo, la hidrataciónde la enzimasobrela superficiedel electrodoes óptima para

quese lleve a cabola actividad enzimática.Paraporcentajesde aguamayoresdel 5%

se observauna disminución de la corriente,así como un aumentoconsiderableen el

ruido de los amperogramas.A partir del 5% de faseacuosase produceun cambioen

la estructurade la emulsión pasandode ser una microemuisióntransparentea una

macroemulsiónde apariencialechosa.Estos resultadosdemuestran,como en otros

trabajos de nuestro equipo de investigación anteriores[165,166],que la reacción

enzimáticadependefuertementede la composiciónde las micelasinversas.

227



Resultadosy Discusión

Tabla XLVI

Influenciadelcontenidode faseacuosaen las micelasinversassobrela señalde2.0~10~3
mol U’ de BIJA. 0.1 mol U’ de AOT en acetatode etilo. Faseacuosa:NaH

2PO4/
NaOIJ 0.05 mol U’, pH= 7.4; Temperatura= 25 ~C.~ = -0.20 V.

%H20

1.0 0.000

2.0 0.004

2.5 0.073

3.0 0.173

3.5 0.210

4.0 0.400

4.5 0.540

5.0 0.510

5.5 0.440

6.0 0.380

111.4.1.4.-Influencia del pH del regulador NaH2PO4/NaOH

En este apartadose ha estudiadocómo influye el pIJ de la disolución de

NaH2PO4/NaOH,que se añade a la disolución de AOT en acetatode etilo y que

constituyela fasedispersaacuosaen las micelasinversasutilizadascomo medio de

trabajo, sobre la corrienteen estadoestacionariomedida.
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Se ha variado el pH de dicha disolución reguladoraentre 6.0 y 8.5. Los

resultadosaparecenen la Tabla XLVII y se muestranen la Figura85.

Tabla XLVII

Influenciadel pH de la disolución reguladoraNaH2PO4/NaOH0.05 mo] U’ sobre la
señalde 21k10

3 mol U’ de BIJA en el mediomicelarinverso formadopor AOT 0.1
mol U’ en acetatode etilo y 4% de faseacuosa.Temperatura=250C. Eap=-0.20~V.

pH i,¡¿A

6.0 0.33

6.5 0.36

7.0 0.37

7.2 0.38

7.4 0.40

7.7 0.33

8.0 0.31

8.5 0.29

Comopuedeapreciarseseobtieneunarespuestaprácticamenteconstanteentre

pH 6.5 y 7.4, disminuyendo,después,gradualmente.Se haescogidocomovalor de pH

de la disoluciónreguladoraparallevar a cabo la determinaciónde BIJA en el medio

micelarinverso con el biosensoramperométricode tirosinasa,el de 7.4.
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0.60

1, yA

0.40 -

0.20 -

0.00

0.0

t H20

Figura 84

Influencia del contenido de faseacuosaen las micelasinversas sobre la señalde 2.0~1(T~mol U’
de BHA. AOT 0.1 mol Ii’ en acetato de etilo. Fase acuosa: NaH2PO4/NaOH 0.05 mol U’,
pH =7.4; Temperatura =25

0C. ~ =-O.20 y.

0.50

1, yA

0.40 -

0.30 -

0.00

e
eee

e e
e

e

Y
• ¡ • 1 • • ¡ ¡

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 85

pH

Figura 85

Influencia del pH de la disolución reguladora NaH
2PO4/NaOH 0.05 mcl U’ sobre la señalde

2.0.1W
3 mol L~’ de DHA en el medio micelar inverso formado por AOT 0.1 mol U’ en acetato

dc etilo y 4% de faseacuosa.Temperatura=25 OC. E.g’~-.O.20V.

e

e
e e

e
e

e

e e

2.0 4.0 6.0
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III.4.Z- ESTABILIDAD DEL ELECTRODO ENZIMATICO

Se ha examinadola estabilidaddel electrodoenzimáticode tirosinasacon el

tiempo empleandouna concentraciónde BIJA en la emulsión de 2.0.xlW3 mol JA.

Aunque, como se ha dicho anteriormente,se obtienen corrientes máximas con

porcentajesde faseacuosaentre4.5 y 5%, en estascondicionesel electrodoenzimático

era estable(proporcionabalecturasde corriente prácticamenteconstantes)durante

menos de 1 hora. Sin embargo, la estabilidad del electrodo de tirosinasapuede

mejorarseconsiderablementesi la micela inversase forma con un porcentajede fase

acuosaligeramentemenor. Así, por ejemplo, en la Tabla XLVIII se recogen los

resultadosobtenidosen la dependenciade la corrientecon el tiempo paraun electrodo

cuandose empleaun 4% de fase acuosaen la emulsiónagua/aceite.Como puede

apreciarse,se obtuvieron señales que pueden considerarsecomo prácticamente

constantesdurantelas primeras9 horasde trabajo (la desviaciónestándarrelativaen

este tiempo es del 3.8%).

111.4.3.-CURVAS DE CALIBRADO Y CARACTERISTICAS ANALITICAS

DEL METODO

Teniendo en cuentatodos los resultadosobtenidoshastaaquí, se escogieron

como condiciones experimentalesóptimas para la determinaciónde BIJA con el

electrodoenzimáticoen micelasinversaslas siguientes:

- Potencialaplicadoal electrodo: -0.20 V

- Temperatura:25 0C

- Contenidode faseacuosa:4%

- JVaH
2PO4/NaOH0.05mo! E’: pH=7.4

En las Figuras 86 y 87 aparecenlas curvas de calibrado obtenidasen los

intervalosde concentracióní.0dO~ - 12.tk1O~y 0.2~iO1 - 2.0.1O~ mol Lt
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Tabla XLVIII

Dependenciade la corrienteen estadoestacionariocon el tiempo para un electrodo
de tirosinasaen micelasinversasformadaspor AOT 0.1 mol U’ en acetatode etilo y
un 4% de fase acuosa.NaH2PO4/NaOH 0.05 mol U’, pH=7.4. Temperatura=25~C.
Eap=-0.20 V. BHA 2.0~10’ mol U’.

tiempo, horas i, ¡¿A

O • 0.39

1 0.40

2 0.41

3 0.375

4 0.38

6 0.40

9 0.37

12 0.32

24 0.27

Como puede apreciarse,se obtuvo una relación lineal en todo el intervalo

comprendidoentreO.2,10~ y 2.0~10~mol U’ (r=0.999,pendiente= 167±4MA L moF’

y ordenadaenel origen = 0.023±0.005¡¿A). Sin embargo,la linealidadsepierde,como

es típico de las reaccionesenzimáticas,para concentracionesde BIJA superioresa
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1.20

1, pA

0.90 -

0.60 -

0.30 -

0.00

CxlO’, mal [A

Figura 86

Influencia de la concentraciónde BHA (1.0 - 12.0mM) sobre la intensidad de corriente obtenida
con un biosensorde tirosinasaen micelasinversasconstituidas por AOT 0.1 mol lA en acetato
de etilo y 4% de fase acuosa. NaH2PO4/NaOH 0.05 mcl U’, pH=7.4. Temperatura: 25

0C.
E.~ =-0.20 Y.

0.40

1, yA

0.30 -

0.20 -

0.10

0.00
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0

CxlOt. mal 17’

Figura 87

Influencia dc la concentraciónde BHA (0.2 - 2.0 mM) sobre la intensidad de corriente obtenida
con un biosensorde tirosinasa en micelas inversas constituidas por AOT 0.1 mcl U’ en acetato
de etilo y 4% de fase acuosa. NaH

2PO4/NaOH 0.05 mol U’, pH=7.4. Temperatura: 25
0C.

E
1,=-0.20Y.

¡ ¡ + Y ¡

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0
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Los límites de deteccióny determinaciónse han calculadosegúnlos criterios

empleadosencapítulosanteriores,a partir de lasseñalesamperométricasobtenidascon

10 disolucionesde BIJA a un nivel deconcentraciónde 0.4~10-~ mol U1. Los valoresdel

límite de detección y de determinación así obtenidos son 0.10 y 0.30 mM,

respectivamente.La desviaciónestándarrelativacalculadatambiéna partir de las lO

medidasmencionadasanteriormenteesdel 8.1%.

Los datosde dependenciade la corrientecon la concentraciónse hanempleado

paracalcularla constanteaparentede Michaelis-Menten(K,,, ~ y el parámetroV (la

actividad cuando toda la enzima está en la forma complejadacon el sustrato,ó

velocidadmáxima).Paraello sehanrepresentadola inversade la corrienteen estado

estacionarioenfunciónde la inversade la concentracióndesustratoenel intervalo de

concentración~ mol U’ (Figura88). La inversadel puntode cortede la

rectaobtenidacon el eje de abscisasproporcionaKmn,a,,, mientrasquela inversade la

ordenadaen el origen permitedeterminarV [4171.Se hanobtenido,de estemodounos

valoresde 11.40 mM paraK,wa,,, y de 2.08 ¡¿A paraV.

1/1, pA’

6.0

4.0 -

2.0 -

0.0- . •

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 2.0

(1/C>x103, mor’ L

Figura 88

Representaciónde 1/1 frente a l/C en el intervalo de concentración 1.O40~-l2.0.l0-~sol U’
empleando un biosensorampcrométrico de tirosinasa en micelasinversas constituidas por AOT
0.1 mcl U’ en acetato de etilo y 4% de faseacuosa. NaH

2PO,/NaOH 0.05 mcl U’, pH=7.4.
Temperatura: 25 Dc. E~=-0.2OY.
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11L4.4.- INThRFERENCIAS

Al igual quese ha hechoen los capítulosprecedentesde estaMemoria, se ha

procedidoahoraa estudiarel efectointerferentepotencialde varias otras sustancias

que se utilizan normalmentecomo antioxidantes,fundamentalmenteen muestrasde

alimentos,sobre la señalobtenidaparael BIJA empleandoel electrodoenzimáticode

tirosinasaen el medio de micelasinversasconsiderado.

Los compuestosensayadoshan sido: PG, TBHQ, BHT, ácido cítrico, ácido

ascórbicoy bisulfito sódico.

Hay que decir ahoraque una de las razonespara escogerel acetatode etilo

corno fasecontinuaen las micelasinversas,ademásde su demostradacapacidadpara

formar microemulsionesapropiadascon fines electroanalíticos[166],es que puede

emplearsecomoun agenteextractanteeficaz de los antioxidantesde tipo fenólico en

muestrasde alimentos [399],por lo que luego la micela inversapuede prepararse

directamentea partir de dicho extracto. Puesbien, ni el ácido cítrico, ni el ácido

ascórbiconi el bisulfito sódicoson solublesen acetatode etilo, y por consiguienteno

podrán extraerseconjuntamentecon el BIJA a partir de una determinadamuestra

empleandoestedisolvente como extractante.Además,tampocose solubilizan en el

medio micelar inverso empleadocomo medio de trabajo por lo que, obviamente,no

van a producir ningún tipo de interferenciasobrela respuestadel BIJA.

Porotro lado, tanto el TBHO como el BHT no muestranseñalamperométrica

alguna (Figura 89) en las mismas condiciones experimentalesutilizadas para la

determinaciónde BIJA, y ademásno afectanenabsolutoa la respuestade esteanalito,

por lo quepuedededucirsequeno presentaninterferencia.Esto no es extrañopuesto

quese hadescritoen la bibliografíaquesólo los 1,2-benzodiolesy aquellosfenolesque

tengan al menos una posición orto libre puedenfuncionar como sustratoscon la

tirosinasa[417].
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Curvas intensidad-tiempo para sucesivasadicionesdc (a) BHA, (b) BHT, (c) TBHQ, (d) PG, (e)
PG 2 mM sobre el electrodo de tirosinasa en micelas inversas constituidas por AOT 0.1 mcl U1
en acetatode etilo y 4% de faseacuosa.NaH

2PO4/NaOH 0.05 mcl L’, pH=7.4. Temperatura:
25

2C. E~=-0.2O Y.

Por último, el efectode la presenciadel PG es importante,ocasionandoun

aumento considerable de la señaldel BFIA a un nivel de concentraciónde 2.0~10~

mol U’. Así, dicho aumentoesde un 30% para unarelaciónmolar PG:BHA de 1:1 y

del 93% para una proporción de 2:1. Es conocido que el PG es un inhibidor de la

actividad de la tirosinasa,siendoel tipo de inhibición, para las señalesde los fenoles,

no competitiva[418].En estetipo de inhibición el inhibidor no afectaa la combinación

del sustratocon la enzima,sino que afectasólo al valor de V. Hay entoncesdos

posibilidades:o bien el complejoenzima-inhibidor-sustratono se rompe enabsolutoy

la velocidadesenteramentela de la ruptura del complejoenzima-sustratoy entonces

el efectodel inhibidor esequivalentea unareducciónen la cantidadde enzimaactiva,

o biene] complejoenzima-inhibidor-sustratopuederomperseaunavelocidaddiferente

a la del complejo enzima-sustratoy entoncesla velocidad es la suma de las dos

reacciones[417]. A la vista de nuestros resultadosel procesode inhibición no

competitiva del PG es del segundo tipo y la suma de las velocidadesde las dos

reaccionesda lugar a un aumentode la señalobservadaal potencialaplicado.

0.1
60s

A A
cb

a

A
d

Figura 9

236



BiosensorAmperométrico

111.4.5.-INMOVILIZACION DE LA TIROSINASA SOBRE EL ELECTRODO

MEDIANTE ATRAPAMIENTO CON EL POLíMERO EASTMAN AQ

Uno de los problemasprácticos más usualescuando se deseaaplicar los

biosensoresamperométricoses su relativa falta de estabilidadsobre todo cuandose

utilizan comodetectoresensistemasenflujo. El pasodel fluido ocasionageneralmente

un arrastrede la enzima adheridaa la superficie del sustratoelectródico y por

consiguienteuna pérdidade respuestadel sensor.Uno de los enfoquesmáscomunes

paratratarde mitigar estegraveproblemaesemplearcomoesquemade inmovilización

de la enzima sobre el electrodoun atrapamientocon el intercambiadorcatiónico

poli(ester-ácidosulfónico), EastmanAQ-SSD. Trabajos precedentes[419-421]han

ilustrado la mejorade selectividady deestabilidadasociadaconel uso de las películas

de EasmanAQ para prepararelectrodosenzimáticosamperométricosque operanen

medios acuosos.Recientemente,Wang y col. [159] han descrito las ventajasy las

característicasasociadasa este esquemade inmovilización para biosensoresen fase

orgánica.Unapropiedadúnicade los recubrimientosde EastmanAQ (en comparación

con la mayoriade los demásrecubrimientospoliméricos)essu estabilidadinherente

en varios disolventesorgánicos[422],lo que les hace altamentecompatiblescon el

empleode biosensoresen mediosno acuosos.En estecapítulosepretendehaceruso

de este esquemapara verificar el comportamientodel biosensorde tirosinasa

desarrolladoparacuantificarel BIJA, en el mediomicelarinversoformadopor acetato

de etilo, AOT y tampón fosfato, con el objetivo de mejorar la estabilidadde dicho

sensorpara queposteriormentepuedaser utilizado comodetectoramperométricoen

sistemasen flujo.

111.4.5.1.-Medidasen discontinuo

Siguiendoel procedimientoexperimentaldescritoenel apartado11.4.3.3parala

preparaciónde la disoluciónpatrónde tirosinasa,se tieneun nivel de EastmanAQ en

la disolución utilizada para recubrir el electrodo de un 1.4%. Dicho nivel ha
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demostradoserapropiadoparael empleode biosensoresen faseorgánica.En nuestro

caso,con el contenidoen polímeromencionado,se ha comprobadoque el electrodo

de tirosinasaasí preparadopuedeser utilizadodurantetodaunajornadadetrabajo sin

queseproduzcaunapérdidaapreciabledeactividad,o lo queeslo mismo,seobtenían

señalesprácticamenteconstantesparael BIJA a un nivel de concentraciónde 2.O,llI~

mol U’.

111.4.5.1.1.-Curvasde calibrado y característicasanalíticas

Las Figuras 90 y 91 ilustran la dependencia de la corriente en estado

estacionariocon la concentraciónde BIJA. Como puedeobservarse,si se comparan

dichasFigurascon las obtenidasinmovilizandola enzimadirectamentepor adsorción

sobre el soporte electródico (en ausenciade EastmanAQ) (apartado111.4.3.), la

relación lineal se cumple en el mismo intervalo de concentraciones.La pendiente

obtenidaen el margende 0.2~10~~ - 2.O,10-~mo! U’ (r=0.999) es 180±3MA L moL’,

ligerísimamentesuperiora la calculadaenel mismo intervalo en ausenciade Easman

AQ, lo que viene a demostrarque no se produce pérdidade sensibilidad, en las

condicionesde trabajomencionadas,al atraparla enzimaconel polímeroEastmanAQ.

La ordenadaen el origen esde 0.014±0.004¡¿A.

Los límites de determinacióny de deteccióny la desviaciónestándarrelativa,

calculadosa partir de las señalesobtenidascon 10 disolucionesde BIJA 0.4,101 mol

U’, son: 0.26 mM, 0.08 mM y 6.1%, respectivamente.

Los valoresde K~~8p y de V sehancalculadode forma análogaa la especificada

en el apartado 111.4.3. La representaciónde 1/i frente a l/C se muestraen la

Figura92, a partir de la cual seobtieneuna constantede Michaelis-Mentenaparente

de 11.47 mM y un valor de V de 2.03 ¡¿A. Comoerade esperarestosparámetrosson

similarestanto en ausenciacomo en presenciade polímeroEastmanAQ.
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Figura 90

Influencia de la concentración de BHA (1.0 - 12.0mM) sobrela intensidad de corriente obtenida
con un biosensorde tirosinasa-EastmanAO en micelas inversas constituidas por AOT 0.1
mcl U’ en acetato de etilo y 4% de fase acuosa. NaH

2PO4/NaOH 0.05 mcl U’, pH=7.4.
Temperatura: 25

9C. E.~ =4120 Y.

1, IsA
0.40 -

0.30 -

0.20 -

0.10 -

0.00 • 1 •~ 1 ¡ ¡
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Figura 91

Influencia de la concentraciónde EHA (0.2 - 2.0 mM) sobre la intensidad de corriente obtenida
con un biosensor de tirosinasa-Eastman AQ en micelas inversas constituidas por AOT 0.1
mcl U’ en acetato de etilo y 4% de fase acuosa. NaH

2PO4/NaOH 0.05 mcl U’, pH=7.4.
Temperatura: 25

0C. E~~=-0.20V.

0.0 3.0 6.0 9.0 12.0
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Figura 92

Representación de tu frente a l/C en el intervalo de concentración l.0~10-~-l2.0.10-~sol U’
empleando un biosensor amperométrico de tirosinasa-Eastman-AO en micelas inversas
constituidas por AOT 0.1 mcl U’ en acetatode etilo y 4% de faseacuosa.NaH

2PO4/NaOH 0.05
mcl U’, pH=7.4. Temperatura: 25 ~C. E.~=-O.20 y.

111.4.5.2.-Inyección en flujo con detecciónamperométrica

El empleo de enzimasen análisis por inyección en flujo ha aumentado

considerablementeen los últimos años [423].El FL4 basadoen la utilización de

enzimaspuededividirseen tresgrupos:determinacióndesustratosempleandoenzimas

comocatalizador;determinaciónde la actividad enzimátíca,dondela propia enzimaes

el analitoadeterminar[424];y determinaciónde inhibidoresenzimáticos.Enel primer

grupohanaparecidovarioscientosde publicacionesquedescribenla determinaciónde

analitos tales como glucosa, etano], lactato y urea en análisis clínicos [425], de

alimentos[426]y farmacéutico[427].El segundogrupoestárecibiendouna atención

crecientecomounapoderosatécnicaenanálisisclínicos,por ejemplo,paramonitorizar

las enzimasmarcadorasalaninaaminotransferasa(ALT) y aspartatoaminotransferasa

(AST) [428].Otraaplicaciónimportantede la determinaciónde la actividadenzimática

I.0
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con FíA es el control de bioprocesos[429].Un ejemplo de ensayosde inhibidores

enzimáticosen FíA lo constituyela determinaciónde pesticidasen aguapotable[423].

En esteapartadose pretendedemostrarque el esquemade biosensorización

parael antioxidanteBIJA, desarrolladoinmovilizando la enzimatirosinasamediante

atrapamientocon el polímeroEastmanAO, es adecuadopararealizardichosensayos

por inyección en flujo con detecciónamperométrica.La disolución portadoraes la

emulsiónaceite-aguaformadacon AOT 0.1 mol U’ en acetatode etilo y regulador

fosfato0.05 mol L’ de pH 7.4 (4%). El potencialaplicadoal biosensorenzimáticofue

de -0.20 V y el volumen de inyección de 150 ti.

Se estudiócomoafectaba,en dichascondiciones,el caudalde la micela inversa

portadora sobre la altura del pico obtenida cuando se realizó la detección

amperométricadeunainyecciónde BIJA (tambiéndisueltoen la mismaemulsiónque

la disoluciónportadora)1.0401mol U’ con el biosensorde tirosinasa.Los resultados

obtenidosse hallan representadosen la Figura 93, dondepuedeobservarsecomo la

señalobtenidadisminuye monotónicamentea medidaque aumentala velocidad del

portador.Esto es debido a que la reaccióncatalíticaenzimáticaprecisade un cierto

tiempoparaproducirsede maneracompleta,por lo que, adiferenciade las reacciones

convencionales,sealcanzaráunamayorsensibilidada lasmenoresvelocidadesdel flujo.

Asimismo, y comoerade esperar,tanto el tiempo de residenciacomo la anchurade

pico disminuyeal aumentardicha velocidad.Teniendoen cuentaestosfactoresse ha

elegido un caudal de 0.6 mL miff’, donde se obtiene una buenaaltura de pico y al

mismo tiempo prácticamentela mínimaanchurade pico, con la consiguientemejora

de Ja velocidadde muestreo.

La Figura94 muestralos picos de inyección en flujo obtenidoscon el electrodo

de tirosinasay EastmanAQ para20 inyeccionessucesivasde 150 ML de BHA 1.0x10~

mol U’ en la emulsión.El biosensorresponderápidamentea los cambiosdinámicosen

la concentracióndel sustratoen la micela inversa.En las condicionesmencionadasse

puedealcanzaruna velocidadde inyección de 30 muestraspor hora.
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Figura 93

Influencia del caudal de la disolución portadora sobre la intensidad de pico, i.,, el tiempo de
residencia, T, y la anchura de pico, AA, de i.0.i0~ mcl U’ de BHA en micelas inversas
constituidas por AOT 0.1 mcl U’ en acetatode etilo y 4% de faseacuosa.NaH

2PO4/NaOH 0.05
mcl U’, pH=7.4. Temperatura: 25 ~C. E,,~-O.20 y. V1,,=150 pL.
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Figura 94

Fisgramas obtenidos con el biosensorde tirosinasa-Eastman-AO para 20 inyecciones sucesivas
de 150 pL de BHA 1.flti0~

3 mcl U’. Emulsión portadora: AOT 0.1 mcl U’ en acetato de etilo y
4% de fase acuosa.NaH

2PO4/NaOH 0.05 mcl U’, pH=7.4. Temperatura: 25 ~C. E5,,=-0.20 Y.
Caudal: 0.6 mL min

t.

A pesarde las condicioneshidrodinámicasexistentesen la célula de flujo, la

respuestapermaneceesencialmenteconstantea lo largo de estaserie, indicandouna

buenaadherenciade la capaenzimáticay de EastmanAQ. La desviaciónestándar

relativacalculadafue del 3.4%.

Finalmente se ha comprobadoque la respuestaaumentalinealmentecon la

concentraciónde BI{A en el intervalo 1.0~1tY’ - i0.0x10’ mol U1 (Figura 95) con un

coeficiente de correlaciónde 0.997, unapendientede 0.038±0.003MA L mol” y una

ordenadaen el origen de 0.01±0.02MA. Estosdatosdemuestranla validezdel esquema

de inmovilización de la enzimasobre el electrodode grafito medianteel uso del

polímeroEastmanAO, así comola posibilidadde utilizarlo comosistemadedetección
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amperométricaen flujo. No obstante,actualmentese está trabajandocon el objetivo

de mejorar la sensibilidaddel método desarrollado,así como en su aplicación a la

determinacióndelantioxidanteBHA enmuestrasde alimentoscomoel purédepatata,

donde la influencia del ácido ascórbico (véaseel capítulo III) no seríaimportante

puestoque, comoya se ha comentado,no se extraerácon el acetatode etilo utilizado

para formar el mediomicelar inverso.

i~. yA

0.40

0.30

0.20

0.10

0.00
0.0 2.0 4.0

Cx i03.

Figura95

Influencia de la concentración de BHA (iiLi0~ - io.0~io-~ mcl 121) sobre ¡a intensidad de pico,
i,,, obtenida mediante inyección en flujo con detecciónamperométrica empleandocomoelectrodo
indicador un biosensor de tirosinasa-Eastman AQ. Emulsión portadora: AOT 0.1 mcl U’ en
acetato de etilo y 4% dc fase acuosa.NaH

2PO4/NaOH 0.05 mcl 12, pH=7.4. Temperatura:
25 ~C. Ea;, = -0.20 y, Caudal: 0.6 mL miii’; Vfry = 150 pL.

6.0 8.0 10.0

mol 17’
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Conclusiones

El conjuntode los resultadosexpuestosen estaMemoria ha permitido extraer

las siguientesconclusiones:

1.- Hasidoposibledesarrollardistintos tiposde electrodosmodificadosquímicamente

y bioquimicamente,basadosen diferentespropiedades,que han demostradosu

utilidad analíticacuandose deseadeterminaranalitos orgánicosen muestrasde

alimentosy de naturalezaambiental.Los dos principios fundamentalesen los que

se apoya dicha utilidad analítica son preconcentracióny catálisis (electrocatálisis

o catálisisbioquímica).

DETERMINACION VOLTAMPEROMETRICA DE PENTACLOROFENOL

CON UN ELECTRODODEPASTA DE CARBONO MODIFICADO CON GEL

DE SILICE

2.- El pentaclorofenolse adsorbea circuito abiertosobre un electrodode pastade

carbonomodificadocon gel de sílice por lo que dicho procesode adsorciónpuede

utilizarse como etapade precoricentraciónefectiva antesde llevar a cabo las

medidascuantitativasdel fungicida.

3. Empleando voltamperometría diferencial de impulsos tras la etapa de

preconcentración,en las condiciones experimentalesóptimas (regulador ácido

monocloroacético-NaOHde pH 2.9; 10% de gel de sílice; períodosde acumulación

de 120 y 300 segundosdependiendodel nivel deconcentraciónanalizadoe áEzz5O

mV), se obtuvieron calibradoslinealespara el pentaclorofenolen los intervalos

l.0x10~~1.0x10~y í.OxiO4-1.0xi0~ mol U’, con un límite de detecciónde 5 Mg L-’

(l.8x1W8 mol L-’).

4.- El métododesarrolladoesconsiderablementemássensiblequelos métodossobre

electrodosconvencionalesy puedeutilizarseparadeterminarel pentaclorofenolen

la mayoríade las muestrasde naturalezamedioainbiental.
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5.- Aplicando voltamperometríade onda cuadradatras la acumulacióna circuito

abiertoy despuésde optimizar los parámetrosexperimentalestípicos de la técnica

(amplitud, altura del salto y frecuencia),no se consiguió ninguna mejora de

sensibilidadcon respectoal empleo de dpv, lo que se debea las características

inherentesde la SWV cuandose aplica a sistemasirreversibles.

6.- Se obtuvieronbuenosresultadoscuandoel método voltamperométricomediante

diferencial de impulsos propuesto se ha aplicado a la determinación de

pentaclorofenolen el fungicida comercialCryptogil sódico.

DETERMINACJON VOLTAMPEROMETRICA DE LOS ANTIOXIDANTES

BHA y BHT SOBRE UN ELECTRODO DE PASTA DE CARBONO

MODIFICADO CON FTALOCIANINA DE NíQUEL

7.- Los voltamperogramascíclicos de una disolución de BHT sobreun electrodode

pastade carbonomodificado con ftalocianinade níquel muestranunareducción

del sobrepotencial para la oxidación electroquímica del antioxidante de

aproximadamente200 mV en comparacióncon el electrodosin modificar.

8.- En el caso del BIJA, el pico de oxidación estásólo ligeramentedesplazadohacia

potencialesmenospositivos(35 mV) que la señal obtenidacon el electrodode

pastade carbonosin modificar. No obstante,la corrientede pico medidasobreel

electrodo modificado es considerablementemayor que la obtenida sobre el

electrodosin modificar.

9.- La optimización de las condiciones experimentales se realizó mediante

voltamperometríadiferencial de impulsos. Así, se encontró que un 2% de

ftalocianina de níquel en la pasta de carbono resulta apropiado con fines

analíticos.Los medios de trabajo elegidosfueron: NaH2PO4/H3P040.05 mol U’

de pH 2.0 y 35% en metanol, para el BHT, y HCIO4 0.1 mol L-’ con un

porcentajede metanoldcl 2% para el EHA.
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10.. El efecto de la velocidad de barrido de potencial sobre la respuesta

electroquímicade los antioxidantesmediantevoltamperometríade barridolineal,

permite sugerir que, en el caso del BI-IT, el proceso de oxidación está

inicialmente controlado por difusión, pero a las velocidadesde barrido más

rápidas la transferenciaelectrónica entre el mediador y el antioxidante se

convierteen la etapadeterminantede la velocidad.Se proponequela señalde

oxidaciónqueapareceenpresenciade BHT sobre el electrodomodificadosurge

como resultadode la reducciónquímicapor partedel BHT del Ni(II) a Ni(I) en

la ftalocianinay la subsiguienteoxidaciónelectroquímicadeesteúltimo. También

esposible una reacciónquímicaprecedentede formación de un complejo entre

el Ni(II) en la estructuraorganometálicacon el antioxidante,para sufrir una

reacción electroquímicasubsiguientede oxidación del BHT aceleradapor la

formaciónpreviade dicho complejo.

Porlo queconcierneal BI-IA, la representaciónde i, frentea y”
2 muestrauna

relación lineal en todo el intervalo de velocidadesde barridoestudiado,lo cual

estípico de unacorrientecontroladapor difusión.E! pico de oxidaciónsobreel

electrodomodificadodebecorrespondera la oxidacióndel propio BIJA, dadala

proximidadde la señala la obtenidasobreel electrodode pastade carbonosin

modificar. Esta oxidación implica probablementeun intercambio de dos

electronesy el aumentode sensibilidadobservadoal trabajarcon el electrodo

modificado, así comoel desplazamientode la respuestahaciapotencialesmenos

positivos, sugieren un aumentode la velocidad de transferenciaelectrónica

heterogéneapara la oxidación del BHA, lo que puededebersea la formación

previa de un complejo como se ha comentadopara el BHT.

11.- Utilizandovoltamperometríadiferencialde impulsos,sehaobtenidoun calibrado

lineal parael BHT entre 1 y 50 mg U’ con un límite de detección de 0.17

mg U’. Estevalor esaproximadamentediez vecesy cuarentavecesmenor que

los encontradosen la bibliografía para métodos desarrolladoscon electrodos

convencionalesde carbonovitrificado y de platino, respectivamente.Por lo que
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respectaal BHA seobtuvieroncurvasde calibradolinealesen los intervalosde

concentración1.0-30.0,0.10-1.0y 0.02-0.10mg U’, con un límite de detecciónde

0.0036 mg U’ (2.0~108 mol L’).

12.- El ácidocítrico no afectaa la medidade la intensidaddel pico de oxidación del

BHT incluso en una concentración50 veces superior. Sin embargo, sólo se

obtienenerroresrelativospor debajodel 5% parala medidade dichaintensidad

cuando la proporción interferente:BHTes de 5:1, 3:1 y 1:1 para BIJA, propil

galatoy TBHO respectivamente.

Por lo que respectaal BHA, el ácido cítrico y el bisulfito sódico• no

interfieren incluso en una relación interferente:BIJAde 100:1. La presenciade

TBIJQ afectaa la señaldel BIJA paraunarelaciónTBHQ:BHA 25:1 o superior.

El BHT no interfiere para una relaciónBFIT:BHA de 1:1 y, a concentraciones

mayoresde BHT, éste precipita en el medio de trabajo empleado.El propil

galatoy el ácido ascórbicointerfierenpararelacionesinterferente:BI-IAmayores

de 1:1.

13.- El método propuestopara la determinaciónde BI-IT utilizando el electrodode

pastade carbonomodificadocon NiPC seha aplicadoa la cuantificaciónde este

antioxidanteen muestrasde dietil éterestabilizado.Por otro lado, comoejemplo

de aplicacióndel método de análisis de BIJA en muestrasde alimentos,se ha

llevado a cabo su determinaciónen muestrasde puré de patatadeshidratado

comercial enriquecidascon dicho antioxidante,previa extracción con metanol-

aguaal 50%.
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DETERMINACION ELECTROCATALITICA Y MEDIANTE INYECCION EN

FLUJO DEL ANTIOXIDANTE BHA SOBRE UN ELECTRODO

MODIFICADO CON UNA PELíCULA POLIMIERICA DE TETRAAMINO-

FTALOCIANITNA DE NíQUEL (II)

14.- El monómero4,9,16,23-tetraaminoftalocianinade níquel (II), unavez sintetizado

ha sido caracterizadomedianteespectrofotometríaUy-visible, espectroscopia

infrarroja y voltamperometríacíclica.

15.- La película políméricade tetraaminoftalocianinade níquel ha sido formada y

depositadasobre un electrodo de disco de carbono vitrificado medianteun

ciclado repetidoentre-0.2 y + 0.9 V, aplicandounarampade potenciallineal a

una velocidad de 200 mV s1, en una disolución del monómero en dimetil

sulfóxido.

16.- La relaciónentre la corrientede pico para la oxidacióndel BIJA y la corriente

de fondo es máxima para 10 ciclos de potencial. El valor del recubrimiento

superficial aparente,~ es de 5x10~IO mol cm~2

17.- La corrientede pico medidamediantevoltamperometríade barrido lineal para

la oxidación de BI-IA sobre el electrodo modificado polimérico es

aproximadamenteel doble que la obtenida sobre el electrodo de carbono

vitrificado sin modificar. El potencialde pico es similar al medidopara el BHA

con el electrodode pastade carbono modificado con la ftalocianina de

níquel (II). Ambos hechos demuestranun aumento en la velocidad de

transferenciaelectrónicahetrogéneadel procesode oxidación del antioxidante

sobre el electrodomodificadocon la película de poli(Ni-TAPc).

18.- El efecto de la velocidad de barrido de potencial sobre la respuesta

electroquímica obtenida con el electrodo modificado polimérico mediante

valtamperometríade barrido lineal, sugiereun control complejode la corriente
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de oxidacióndel EHA, probablementemixto por catálisisy difusión a travésde

la película del polímero.

19.- Utilizando la técnica voltamperométricade barrido lineal, aplicando una

velocidadde barrido de 50 mV s’, se ha obtenidouna relación lineal entre la

intensidadde pico anódico y la concentraciónde BIJA en disolución en el

intervalo de 1.0 a 20 mg 1).

20.- El ácido cítrico no interfiere en la medidade la intensidadde pico del BIJA

inclusoparaunaproporcióninterferente:BHAde25:1. El bisulfito sódicoafecta

a la señal del BIJA a partir de una proporción 10:1. Al igual que con el

electrodode pastade carbono,el BHT tampocointerfiere para unaproporción

BIJT:BIJA de 1:1. La presenciade TBHQ afectasignificativamentea la señalde

oxidación del BIJA para una proporción TBHQ:BHA igual o superior a 5:1.

Tanto el ácido ascórbicocomo el propil galato interfieren para relaciones

interferenteBI-I.A superioresa 1:2 y 1:5 respectivamente.

21.- Se ha desarrolladoun métodode inyecciónen flujo condetecciónamperométrica

basadoen el procesode oxidación del BIJA sobreel electrodomodificado con

el recubrimientopolimérico de tetraaminoftalocianinade níquel.

22.- Los voltamperogramashidrodinámicosobtenidosmediante inyección en flujo

sobre un electrodode carbonovitrificado y sobre el electrodomodificado con

unapelículade poli(NITAPc), muestrannuevamenteun aumentoen la velocidad

de transferenciaelectrónicaheterogéneapara la oxidación del BIJA sobre el

electrodomodificado.

23.- Aplicando un potencialde + 0.70V, se hanobtenidorelacioneslinealesentre la

intensidadde picoy la concentracióndeBRA en los intervalos:0.01-0.10,0.10-1.0

y 1.0-10 mg U’. El límite de detección calculado esde 2.7 ~g U’ (1.5~1O~

mol U’), ligeramente mejor que el alcanzadocon el electrodo de pastade
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carbonomodificado con ftalocianinade níquel. La desviaciónestándarrelativa,

calculadaa un nivel de concentraciónde 0.05 mg L-’, es del 1.8%.

24.. 65 inyeccionesrepetidasde unadisolución de 5 mg U’ de BIJA, realizandotodas

las medidascon un mismo electrodomodificado con poli(Ni-TAPc) sin aplicar

ningún tipo de limpieza o pretratamientosuperficialdel electrodo,proporcionan

un valor de RSD del 2.2%.

25.- En cuantoa las interferenciasproducidaspor otros antioxidantes,la tendenciaes

similar a la obtenidaen discontinuo,si bien se produceuna interferenciamás

severapor parte de los compuestosensayados.

26.- Comoaplicacióndel métododesarrollado,se ha llevado a cabola determinación

de BIJA engalletasquecontienenunacantidaddesconocidadeesteantioxidante,

empleandoinyección en flujo con detecciónamperométrica.El procedimiento

aplicado esmuy sencillo ya que la disoluciónanalíticade la muestraseprepara

directamentea partir de una alícuotade 2 mL del extractode la muestraen

metanol-aguaal 50%. La cantidadde BI-IA encontrada(182±6gg L-’) estápor

debajo del contenidomáximo de antioxidantepermitido por la legislacion.

27.- El conjunto de estos resultadosdemuestranla validezdel electrodomodificado

con el polímerode tetraaminoftalocianinade níquel (II) paraser utilizado como

detector amperométricoen sistemasen flujo. Obviamente,este electrodo es

asimismosusceptiblede ser aplicado a la detecciónelectroquímicadespuésde

una cromatografíalíquida cuando estén implicadas mezclas complejas de

compuestosde este tipo.
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DESARROLLO DE UN BIOSENSOR AMPEROMETRICO ENZIMATICO

PARA LA DETERMINACION DEL ANTIOXIDANTE BIJA EN UN MEDIO

DE MICELAS INVERSAS

28.- La reacción de oxidación de los compuestosfenólicospor el oxígeno,catalizada

por tirosinasa,ha sido utilizada para desarrollarun biosensoramperométrico

enzimáticoparala determinacióndel antioxidanteBRA en un mediode micelas

inversasformado con acetatode etilo como disolvente orgánico, AOT como

agenteemulsificante y regulador fosfato de pH 7.4 como fase acuosa.La

reducción del producto quinónico de la reacción ha sido detectada

amperométricamente.

29.- El electrodo de tirosinasaexhibe una respuestarápida a los cambios en la

concentracióndel sustrato,alcanzándosela corriente en estadoestacionarioen

60 segundos.

30.- La respuestaamperométricamonitorizadaes máximaa potencialesaplicadosal

biosensorcomprendidosentre -0.15 y -0.25 V.

31.- La señalamperométricase distorsionafuertemente,e incluso desaparece,para

temperaturassuperioresa 30 ~C, lo que se ha atribuido a una desactivación

reversiblede la enzimaa temperaturaselevadas.

32.- El porcentajede faseacuosaempleadopara formar las micelasinversasinfluye

fuertementeen el comportamientodelbiosensor.La corrientealcanzasu máximo

valor para porcentajesentreel 4.5 y el 5%, indicandoque, en este intervalo, la

hidrataciónde la enzimasobre la superficiedel electrodoes óptima paraquese

lleve a cabola actividadenzimática.

33.- Con los porcentajesde fase acuosaanterioresel electrodo enzimático sólo

proporcionalecturas de corriente constantesdurantemenos de 1 hora. Sin
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embargo,la estabilidaddel electrodode tirosinasase mejoraconsiderablemente

si la micela inversa se forma con un porcentajede fase acuosaligeramente

menor y, así, cuando se emplea un 4% de fase acuosaen la emulsión, se

obtuvieron señalesprácticamenteconstantesdurantelas primeras 9 horas de

trabajo(RSD = 3.8%).

34.- En las condicionesexperimentalesóptimas, se obtuvo una relación lineal entre

la corrientey la concentraciónde BI-IA en el intervalo comprendidoentre0.2~l03

y 2.0~lO~ mol L’, perdiéndosedicha linealidad, comoes típico de las reacciones

enzimáticas,paraconcentracionesde BRA superioresa 4.0~10~3mol U’. El límite

de detecciónobtenidoes de 0.10 mM.

35.- Ni el ácido cítrico, ni el ácido ascórbico,ni el bisulfito sódicoproducenningún

tipo de interferencia,dadasu insolubilidaden el mediomicelar inversoempleado,

sobrela respuestadel BIJA. Además,tanto el TBHQ comoel BHT no muestran

señal amperométricaen las condiciones experimentalesutilizadas para la

determinaciónde BIJA y no afectana la respuestade esteanalito. Sin embargo,

la presenciade PG ocasionaun aumentoconsiderablede la señal del BIJA,

debido a su carácterde inhibidor no competitivode la actividadde la tirosinasa.

36.- Con objetode mejorarla estabilidaddel biosensorde tirosinasapara poderser

aplicado como detectoramperométricoen sistemasen flujo, se ha procedidoa

inmovilizar la enzimasobreel electrodomedianteatrapamientocon el polímero

Eastman-AQ.Con un nivel de polímeroen la disolución utilizadapara recubrir

el electrodode un 1.4% el electrodode tirosinasapuedeser utilizado durante

toda una jornadade trabajo, en medidasen discontinuo,sin que se produzca

pérdidaapreciablede actividad.

37.- Con el esquemade inmovilización mencionadose obtiene una relación lineal

entrela corrienteenestadoestacionarioy la concentraciónde BI-IA en el mismo

intervalo de concentracionesqueen ausenciade Eastman-AQ.Se ha demostrado
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queno seproducepérdidade sensibilidadal atraparla enzimacon el polímero

Eastman-AQ.

38.- El esquemade biosensorizaciónpara el BIJA, desarrolladoinmovilizando la

enzima tirosinasa mediante atrapamientocon el polímero Eastman-AQ es

adecuado para realizar ensayos por inyección en flujo con detección

amperométrica.La disolución portadoraesla emulsiónagua-aceitemencionada

anteriormente.

39.- A diferenciade las reaccionesconvencionales,la señal obtenidadisminuye al

medida que aumenta la velocidad del portador, lo que es debido a que la

reaccióncatalíticaenzimáticaprecisade un cierto tiempo paraproducirse.

40.- A pesar de las condicioneshidrodinámicasexistentesen la célula de flujo, la

respuestapara20 inyeccionessucesivasde 150 ML de BHA i.0d04 mol L’ en la

emulsión permaneceprácticamenteconstantea lo largo de la serie (RSD =

3.4%), indicandounabuenaadherenciade la capaenzimáticay de Eastman-AQ.

Se haobtenidounarelaciónlineal entrela intensidadde pico y la concentración

de BIjA en el intervalo i.0~íO~ - i0.0xi0~ mol L’.
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